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I. Vorwort. 


Im Herbst 1910 begann ich im AnschluB an die Arbeiten 
Goldmanns mit Untersuchungen iiber ,die Beziehungen 
zwischen chemischer Konstitution und Vitalfarbungsvermégen bei 
sauren Farbstoffen“* im Laboratorium von Herrn Geh. Rat Pro- 
fessor Keibel zu Freiburg. Die weitere Fortsetzung der Arbeiten 
erfolgte vom Herbst 1911 bis zum 1. August 1914 in den 
Kliniken und Instituten von Herrn Geh. Rat Professor Gadamer, 
Geh. Rat Professor Kiittner und Herrn Professor Schmid in 
Breslau. Im Sommer 1912 hatte ich mich wahrend einiger 
Monate bei Ausfiihrung der Tierversuche der Mitarbeit von 
Professor Dr. Evans- Baltimore zu erfreuen; iiber die Ergebnisse 
der von ihm in Amerika fortgesetzten Versuche habe ich nichts 
erfahren. Die im Verlauf der Arbeit notwendig gewordene 
Messung der Diffusionsgeschwindigkeit zahlreicher Farbstoffe 
fiihrte Herr Dr. Wilborn im Laboratorium von Herrn Geh. Rat 
Professor Dr. Schenck an der Technischen Hochschule zu 
Breslau aus. 


Der Kriegsbeginn zwang dazu, die fast vollendete Arbeit 
abzubrechen. Obwoh] noch manche Liicke auszufiillen wire, 
obwohl mancher Kontrollversuch auszufiihren ware, habe ich 
mich doch entschlossen, die bisherigen Ergebnisse nunmehr zu 
veroffentlichen, da ich aus auBeren Griinden auch nach Kriegs- 


schluB die Vitalfarbungsversuche nicht werde wieder aufnehmen 
1* 
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kénnen. So wird manches Problem nur angedeutet, mancher 
Gedanke nur als Vermutung ausgesprochen werden kénnen, der 
sonst experimentell bearbeitet worden wire. 

Auch muB ich darauf hinweisen, daB die vorliegende Arbeit 
nach den Versuchsprotokollen und Literaturnotizen ausgearbeitet 
wurde, die noch von Friedenszeiten her in meinem Besitz waren. 
Da in dem Ort meiner jetzigen Tatigkeit eine Bibliothek nicht 
vorhanden ist, kann die Beriicksichtigung der Literatur nur eine 
sehr liickenhafte sein. So sehe ich von einer Literaturiibersicht 
ganz ab und verweise nur auf die Arbeiten von Goldmann}), 
GroB*), Suzuki’), Kiyono‘), Schulemann’), Mollendorff*), 
in denen der gréBte Teil der bis 1. VIII. 1914 erschienenen 
Arbeiten iiber Vitalfarbung zitiert ist. 


II. Goldmanns Vitalfarbstoffe. 


Da meine erste Arbeit’) iiber Vitalfarbung*) im AnschluB 
an die Untersuchungen Goldmanns”®) geschah, bildeten die 
von ihm verwendeten Farbstoffe den natiirlichen Ausgangspunkt 
fiir meine Versuche. Goldmann hatte mit Pyrrolblau, Isamin- 
blau, Trypanblau und Trypanrot gearbeitet. Besonders war von 
ihm das Isaminblau verwendet worden. Aber nicht alle diese 
Farbstoffe waren fiir meine Zwecke von vornherein brauchbar. 


1) E. Goldmann, Beitrage z. klin. Chir. 1909, 1911, 1912. 

*) GroB, Zieglers Beitrage 51, 528, 1911. 

*) Suzuki, Zur Morphologie der Nierensekretion. Jena 1912. 

*) Kiyono, Die vitale Carminspeicherung. Jena 1914. 

5) Schulemann, Arch. f. mikr. Anat. 79, 1912; Berl. klin. Wochen- 
schr. 1912, Nr. 11; Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Ther. 1912 und 1915; 
Arch. d. Pharmazie 1912, 252 und 389. — Schulemann, Evans und 
Wilborn, Jahrb. d. Schles. Ges. f. vaterl. Kultur 1913; Deutsche med. 
Wochenschr. 1914, Nr. 30. — Schulemann und Evans, Fol. haematol. 
1915, 207. — Schulemann und Coenen, Deutsche med. Wochenschr. 
1915, Nr. 41. 

%) Méllendorff, Deutsche med. Wochenschr. 1914, 1839; Anatom. 
Hefte (Merkel-Bonnet) 53, 1915. 

7) Schulemann, Arch. f. mikr. Anat. 79, 1912. 

*) Ich halte es fiir richtiger, den Begriff ,Vitalfarbung“ erst in 
einem spateren Kapitel zu definieren, da unter diesem Begriff zur Zeit 
viele Fiarbungsmethoden zusammengefaBt werden, die untereinander ganz 
verschieden sind. 

*) Goldmann, Bruns Beitrage z. klin. Chir. 1909. 
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Sollten Beziehungen zwischen chemischer Konstitution und 
Vitalfarbungsvermégen ergriindet werden, so war ein Farbstoff 
zu wahlen, von dem eine méglichst grobe Zah] naher Verwandter 
zur Verfiigung stand. 

Pyrrolblau. 

Das Pyrrolblau entpuppte sich nach den Angaben der dar- 
stellenden Firma (L. Cassella-Frankfurt a. M.) als nicht exi- 
stierend. Dasselbe sollte identisch mit Isaminblau 6B sein. 


Isaminblau. 
Uber Isaminblau gab mir Cassella keine genaue Auskunft. 
[Durch die Publikation der ,,Farbstofftabellen“ von Schultz 
(Berlin 1914) wird Isaminblau unter Nr. 541 als Sulfurierungs- 
produkt von #-Naphthylrosanilin hingestellt.| (Genauere An- 
gaben vgl. Protokoll Nr. 24a.) Als Vitalfarbstoff ist Isamin- 
blau recht schlecht zu brauchen, wie die folgenden Versuchs- 
protokolle Nr. 24a und b zeigen: 
Nr. 24a. Isaminblau 6B (Cassella). 
Ne0,8--x { #- w —NH 


or i. C 
| 


x SO,Na 


H,C— 


3 / 
NH | x SO,Na 


4 


Andere Marken des Isaminblaus sind Gemische der Di- und 

Trinaphthylrosanilin-di- u. trisulfonsiure, wahrend Marke 6 B 

das bezeichnete einheitliche Produkt ist. Je griiner ein Farb- 

stoff ist, desto mehr Trinaphthvlrosanilintrisulfonsaure ent- 
halt er. 





Kaninchen. 1°/,ige Lésung intravenés 20 cem am 31. VIII. 12. 

Das Tier stirbt sofort unter den Erscheinungen der Embolie. 

Sektion: Leber tiefblau. Herz dilatiert. Das Blut enthalt Flocken 
des Farbstoffes. Lunge hellblau mit wenigen rosafarbenen Inseln. Niere 
schwach blau. Milz farbfrei. Gehirn schieferblau. Darme schwach- 


blauer Ton. 

Mikroskopische Untersuchung: Embolie der Pfortaderiste. Peri- 
toneale Elastika schwach hellblau. Die Lebercapillaren sind gefiillt mit 
amorphen, rotvioletten Massen, in denen auch ab und zu reinblaue Kérn- 
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chen liegen. Embolie der Capillaren des Gehirns, die teilweise noch 
mit gefarbter Gelatine injiziert erscheinen. Ihr Lumen ist durch rot- 
violette, miliare Thromben verschlossen, die wieder blaue Kérnchen ent- 
halten. In den Lungencapillaren nahezu vollstindige GefaBinjektion 
durch die Thromben, die violettblau erscheinen. Herz: violette Throm- 
bose aller Capillaren. Niere: Farbkérnchen in den GeféBen der Glome- 
ruli und in den Blutcapillaren. des Markes und der Rinde. Die Thromben 
sind rotviolett und enthalten blaue Farbkérnchen. Knochenmark: farb- 
frei. Nebenniere: Thrombose vor allem im Mark. Milz: farbfrei. 


Nr. 24b. Isaminblau (Cassella). 
Genaue Angaben s. Protokoll 24a. 


WeiBe Maus. 0,5°/,ige Lésung, je 1 com intrap. am 14. IX. und 
17. IX. 12. 

16. IX. Leicht hellblau am Ohr. 

17. IX. Farbung am ganzen K6rper, mit Ausnahme von Schwanz, 
Ohren und Schnauze. 

18. IX. Maus sterbend, daher getotet. 

Ganz hellblau, nur Ohrenspitze und Schwanzspitze wei8. Bauchwand 
tiefblau. Wanderzellen der Bauchmuskulatur ++++++'). In der Peri- 
tonealhéhle schleimige Fliissigkeit, die reichlich Makrophagen enthilt. 
Diese enthalten alle blaue Granula in allen GréBen. Einige beherbergen 
sehr umfangreiche und auch feinere violette, homogene Massen im Proto- 
plasma. Oft groBe Vakuolen, ohne allgemeine Farbung oder mit violetten 
Klumpen darin. Sehr oft finden sich Makr., die blaue Gr., violette Gr. 
und Vakuolen mit violetten Klumpen zugleich enthalten. Neben den 
Zellen findet sich in der Peritonealhéhle eine enorm starke Abscheidung 
feiner violetter, homogener Klumpen. Man findet alle Ubergange von 
phagocytierten violetten, homogenen Klumpen, die frei im Protoplasma 
liegen, gleiche Klumpen, die innerhalb Vakuolen mit farblosem Inhalt 
liegen, Vakuolen, die violette Klumpen und blaue Gr. in einer violetten 
Flissigkeit enthalten, endlich freie blaue Gr. im Protoplasma. 

Netz. Makr. ++++++. Verhalten sich wie die freien Makr. 

Serosazellen +++++. GroBe violette Vakuolen! 

Pankreas +++++. Feine blaue, staubférmige Gr. (kein Violett!) 
finden sich in den Wanderzellen, wihrend die im Pankreas liegenden 
Makr. sich in ihrer Farbung wie die frei gefundenen verhalten. 

Leber. K upffersche Sternzellen +4++++ mit blauen Gr. und auBer- 
ordentlich groBen Vakuolen (gréBer als Erythrocyten), mit blauen Farb- 
teilchen darin. Kein Violett. Leberzellen diffus blau. 

Milz +++. Feine griinlichblaue Gr. Enorm viel violette Nieder- 
schlige in derselben (oder vielleicht an ihrer Oberfliche?). 

Niere +++. Feine staubférmige, blaue Gr. in den Tubuli contorti. 
Im Mark fadenférmige blaue Konkremente (frei in Lymphriumen’). 


1) Die +-Zeichen sollen je nach ihrer Zahl den Grad der Farbungs- 
intensitét andeuten. 


~ 
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Ovarium +++. Staubférmige blaue Gr. 

Th. 1. gl. blaue und violette Gr. in Makr. 

Thymus blaue Gr. 

Lungen +, einige Zellen mit blauen Gr. 

Herz-Ventrikel +++, staubformige blaue Gr. Vielleicht einige 
violette Niederschlaige in Capillaren. 

W.-Z. der Kopfhaut +++, blaue Gr. 

Intravenés injiziert, erzeugt Isaminblau sofort tédliche 
Embolien. Bei subcutaner Injektion kommt es zu lokaler 
Niederschlagsbildung, die von Entziindung gefolgt ist. Von dem 
angelegten Farbstoffdepot aus gehen allmahlich Spuren in den 
Ko6rperfliissigkeiten wieder in Lésung, und ganz langsam tritt 
allgemeine Farbung der Tiere ein. Wird 6fter als alle 7 Tage 
injiziert, so geht ein groBer Prozentsatz der Versuchstiere zu- 
grunde. Ebensowenig hat sich dieser Farbstoff fiir intraperi- 
toneale Injektionen geeignet (vgl. besonders Protokoll Nr. 24b). 
Wohl sind die endlich erhaltenen mikroskopischen Bilder sehr 
viel hiibscher als die mit Trypanblau erzeugten, denn die ent- 
stehenden Farbstoffgranula sind feiner und regelmaBiger im 
Protoplasma verteilt, aber dafiir hat das Isaminblau noch den 
Nachteil, recht schlecht fixierbar zu sein, sowie im Alkohol stark 
auszuziehen, so da8 auch Paraffin- und Celloidineinbettung 
schwer oder gar nicht auszufiihren ist. Ebenso ist eine Ent- 
kalkung des gefairbten Gewebes bei diesem Farbstoff unter Er- 
haltung der vitalen Farbung nicht méglich. 


Trypanblau. 


Das Trypanblau wird jedoch allen diesen Anspriichen durch- 
aus gerecht. Beziiglich der Einzelheiten der Technik der Vital- 
farbung mit Trypanblau sei auf Schulemann’) verwiesen”*). 

Zudem liegt im Trypanblau*) ein chemisch ganz genau be- 
kannter Disazofarbstoff vor. Es ist also ein Angehdériger der- 
jenigen Farbstoffklasse, welche die weitaus gréBte Zahl ver- 
haltnismaBig leicht zuganglicher Vertreter aufweist. 





1) Schulemann, Fol. haematologica 1915, 207, Originale. 

*) Vgl. auch dort wie Deutsche med. Wochenschr. 1914, Nr. 30 dic 
Bemerkungen zu den Behauptungen Aschoffs und Kiyonos, daB 
Trypanblau zur Vitalfarbung wenig geeignet sei. 

3) Konstitution vgl. Schultz, Farbstofftabellen, Nr. 391. 
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Trypanrot. 


Trypanrot ist ein naher Verwandter des Trypanblaus. Es 
farbt wie dieses vital, ist aber praktisch wenig brauchbar. 


Ill. Seitenkettentheorie und Vitalfarbung. 


Als ich mit den Arbeiten tiber die Beziehungen zwischen 
chemischer Konstitution und Vitalfarbungsvermégen begann’), 
stand ich unter dem EinfluB der von Ehrlich und Gold- 
mann vertretenen Lehre, daB die vitale Farbung zurickzu- 
fiihren sei auf chemische Vorginge im Tierkérper, und daB es 
durch die Verwendung von Farbatoffen im Tierversuch méglich 
sein wiirde, ,,chemisch-biologische* Fragen mit Hilfe dieser 
»histochemischen“ Methode zu lésen. Die experimentelle Arbeit 
aber zeigte mir, daB ich mich auf falschem Wege befand. 

Bei der allgemeinen Anerkennung, deren sich Ehrlichs 
Seitenkettentheorie*) in medizinischen Kreisen erfreut, ist es 
notwendig, darzulegen, weshalb sie fir die Erklarung der Vital- 
farbungserscheinungen versagt. 


1. Die Seitenkettentheorie Ehrlichs. 
Toxine. 


Auf Grund seiner serologischen Untersuchungen unter- 
scheidet Ehrlich zwischen ,haptophoren“ und _ ,,toxophoren“ 
Gruppen am Toxinmolekiil. Unter den ,,haptophoren“ Gruppen 
versteht er eine ,,Seitenkette“, d.h. irgendeine reaktionsfahige 
Atomgruppe (Radikal) am Toxinmolekiil. Bei der Bindung des 
Toxinmolekiils an die Kérperzelle, den Parasiten, das Bakte- 
rium usw. tritt diese Gruppe in Reaktion mit einer entsprechen- 
den ,,Seitenkette“, dem ,.Receptor“, der wieder als eine re- 
aktionsfahige Atomgruppe an einem Molekiil des Protoplasmas 
oder Kernes der betreffenden Zelle zu denken ist. Wenn nun 
das Toxinmolekiil durch die Reaktion zwischen der haptophoren 
Gruppe des Toxins und dem Receptor der Zelle in das Gefiige 
der Zelle eingetreten ist, dann erst beginnt die toxophore Gruppe, 
unter der wir eine andere reaktionsfahige Seitenkette am Toxin- 


1) Schulemann, Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Ther. 1912; Berl. 
klin. Wochenschr. 1912, Nr. 11; Arch. f. Pharmaz. 1912. 

2) Vgl. hierzu Ehrlich, Beitriige z. experim. Pathol. u. Ther. sowie 
die weiteren Arbeiten Ehrlichs iiber dieses Thema. 
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molekiil zu verstehen haben, ihre Giftwirkung auszuiiben. (Spiter 
kommt Ehrlich zu der Ansicht, daB auch haptophore und toxo- 
phore Gruppe zugleich in Aktion treten kénnen.) Die Giftwirkung 
stellt sich Ehrlich wieder als Reaktion zwischen toxophorer 
Gruppe und ,,lebenswichtigen* Receptoren der K6rperzelle vor. 

Ehrlich hat seine Theorie dann weiter ausgedehnt, zu- 
nachst auf die Hypothese der Ernahrung der Zellen. 


Nahrstoffe. 

Nahrstoffe enthalten nach ihm nur haptophore Gruppen. 
Wenn sie einmal mit Receptoren, die jetzt ,,Nutriceptoren“ 
genannt werden, der Zellen reagiert haben, dann treten weitere 
Receptoren in Aktion, die nun den Abbau bzw. Umbau der 
Nahrstoffe, d. h. ihre Assimilation, besorgen. 


Tumoren. 

Auch zur Erklirung des Wesens der malignen Tumoren 
wurde die Hypothese ausgebaut. Eine Steigerung der ,, Aviditat“ 
der Receptoren bestimmter K6rperzellen, d. h. eine erhdhte Re- 
aktionsfahigkeit derselben, soll eine gesteigerte Zufuhr von Nahr- 
stoffen und daher eine andere Verteilung derselben im Tier- 
korper zur Folge haben, so daB nun bestimmte Teile desselben 
auf Kosten des iibrigen Korpers wachsen und Tumorbildung 
die Folge ist. 

Reaktionsmodus der Seitenketten. 

Als Beispiel fiir den Modus dieser Steigerung der Reaktions- 

fahigkeit der Receptoren wird von Ehrlich das Verhalten des 


NO 
| 


CH, N 


C=N H,C CH, 


Benzyleyanides gegen p-Nitroso-dimethylanilin 


beniitzt. Wahrend die Kondensation bei diesen Koérpern nur 
unter Erwarmen und bei Gegenwart freien Alkalis eintritt, ver- 
einigen sie sich bei Verwendung von 
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N 0, 


\ 


F 

CH, 

| 
CN 


p-Nitro-Benzylcyanid 
sehr leicht in der Kialte, waihrend 


NH, 
| 


oH, 
O=N 
p-Amino-Benzylcyanid 

schwerer als Benzyleyanid selbst reagiert’). Der ,.Receptor“ 
—CH,— ist also durch eine andere ,,Seitenkette* (—NO, und 
—NH,) in seiner Reaktionsfahigkeit beeinfluBt worden. Diese 
Steigerung bzw. Verminderung der Reaktionsfahigkeit der Chemo- 
ceptoren wird dann auch zur Erklaérung der ,,Arzneifestigkeit“ 
herangezogen; doch wird diese auch so gedeutet, daB die arznei- 
fest gewordenen Zellen bzw. Parasiten ihre ,,.Receptoren* ganz 


verloren haben. 
Farbstoffe und Arzneimittel. 


Endlich hat Ehrlich gerade auf Grund von Vitalfarbungs- 
versuchen seine Seitenkettentheorie auch noch auf die Theorie 
von Farbstoff- und Arzneimittelverteilung und Wirkung aus- 
gedehnt. Nur heiBen die haptophoren Gruppen jetzt ,,Chemo- 


1) Die Kondensation verlauft nach dem Schema 
/CN N 
(CH,),.N .C,H,NO +- H == (CH,),NC,H,N = + H,0 
a)e ott, Non, aleNUgtt, C,H, 2 


unter Bildung einer Azomethinverbindung (vgl. Ehrlich und Sachs, 
Ber. 82, 2341, 1899; Sachs, Ber. 38, 959, 1900; Sachs und Bry, Ber. 
34, 118, 1901; Sachs und Lewin, Ber. 35, 3569, 1902; Ehrlich, 
Med. Woche 15, 4, 1901). 
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ceptoren“. Wahrend es nicht mdglich war, in den Toxinen und 
ZelleiweiBmolekiilen unbekannter chemischer Konstitution die 
haptophoren Gruppen genauer zu definieren, schien dies bei 
den Arzneistoffen bekannten chemischen Baues eher méglich. 
Der Name Chemoceptor sagt allein schon aus, daB Ehrlich 
darunter eine reaktionsfahige Atomgruppe im Molekiil versteht, 
die mit den Receptoren der Zellen in chemische Reaktion, d. h. 
in Reaktionen nach den Prinzipien der formalen Valenzlehre. 
tritt, wie das ja am Beispiel der Kondensation: Benzyleyanid- 
p-Nitrosodimethylanilin hinreichend begriindet ist. Die Ein- 
fiihrung von ,Seitenketten“ kann nun die Reaktionsfahigkeit 
eines Chemoceptors verbessern oder herabsetzen, wie wir oben 
gesehen haben. So erscheine es méglich, durch Variationen der 
Seitenketten die Verteilung und pharmakologische Wirkung eines 
Arzneistoffes zu beeinflussen. 


Salvarsan. 


Solche Variationen sind in praxi bereits in ungeheurer 
Zahl ausgefiihrt worden’). Allgemeine GesetamaBigkeiten sind 
nur in duBerst geringer Zahl gefunden worden. Auch Ehrlich 
ist auf empirischem Wege iiber 605 Praparate zum Salvarsan 
gekommen, das durch das Experiment als eine optimal spiril- 
lozide Substanz gegeniiber den anderen Priparaten aufgefun- 
den wurde. 

An seinem Beispiel soll nun Ehrlichs Theorie betrachtet 
werden’). Nach derselben liegen beim Salvarsan zwei Chemo- 
ceptoren (haptophore Gruppen) vor, namlich die 


R 
| 


/—NH 
| 
OH 


,Orthoamidophenoloceptoren‘* *); 


° 


wie sie mit den auf sie abgestimmten Receptoren des Proto- 


1) Vgl. z. B. S. Frankel, Die Arzneimittelsynthese. Berlin 1912. 

*) Vgl. hierzu Ehrlich, Aus Theorie und Praxis der Chemotherapie, 
8. 7ff. Leipzig 1911. 

5) Worin R einen organischen Rest andeutet. 
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plasmas reagieren sollen, dariiber gibt Ehrlich hier keinen 
Aufschlu8. Nur der Ausdruck ,,Chemoceptoren“ zeigt, daB die 
Reaktion wohl eine chemische sein soll’). 
Der toxophoren Gruppe eines Toxins soll beim Salvarsan der 
R—A,—A,—R 
» Arsenoceptor“ 


entsprechen. 
Nach Ehrlichs Theorie wire also die Verteilung des Sal- 


varsans von den ,,Orthoamidophenoloceptoren“, seine Wirkung 
von dem ,,Arsenoceptor“ abhangig. 


Farbstoffe. 


Fir die Farbstoffe erklart Ehrlich*) selbst, daB die Haft- 
festigkeit von léslichen Farbstoffen in den Zellen des Tier- 
kérpers eine ganz verschiedene sei. Einige ,,durchfliegen“ als 
»Zellspringer* den Ké6rper, andere bleiben als _,,Zellhafter“ 
wochen- und monatelang im K6rper nachweisbar; und das 
alles soll entsprechend der eben entwickelten Theorie durch 
die ,,Bindungsfestigkeit zwischen Chemoceptor und Receptor“ 
bedingt sein. 


2. Die sauren Disazofarbstoffe im Lichte der Seitenketten- 
theorie. 


a) Trypanblau. 
Salvarsan und Trypanblau. 


Diese Anschauungen wandte ich zunachst auf das Trypan- 


blau auch an. 
As- As 


| 


| | 
HO OH 


Salvarsan 





1) Ehrlich, 1. c. S.8, spricht auch von der Entstehung einer ,,Ver- 
bindung*. 
*) Siehe FuBnote 2 auf voriger Seite. 
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H,N OH HO NH, 
ae 4 


elie ee — aa ae J —N—/ 
) N=N 4 N=N 


NaO0,S—\ | _ /—SO,Na dun H 4 NaQ,S—. A. /—S0O,Na 
‘\ 4 3 3 ‘ / 
Trypanblau 


Trypanblau und Salvarsan zeigen in ihrer chemischen Kon- 
stitution viele Ahnlichkeiten. Den ortho-stiindigen —NH,- und 
—QOH-Gruppen am Phenylrest des Salvarsans entsprechen beim 
Trypanblau die peri-standigen gleichen Gruppen an den Naph- 
thalinringen. Der Arsenogruppe+des Salvarsans entspricht die 
Azogruppe des Trypanblaus, in dem sie aber zweimal vor- 
handen ist. 

Es schien also verlockend, dem 


OH 


Orthoamidophenoloceptor 


des Salvarsans den 
OH NH, 
R— wv, 


Mi 
Periamidonaphtholoceptor 
des Trypanblaus, dem 
R—As—=As—R 


Arsenoceptor 
des Salvarsans den 
R—N—N—-R 


Azoceptor 


des Trypanblaus gegeniiberzustellen. 


Neosalvarsan und Trypanblau. 


Ein prinzipieller Unterschied zwischen den beiden Sub- 
stanzen bestand aber darin, dab das Trypanblau vier —-SO,Na- 
Gruppen enthielt, die dem Salvarsan fehlten. Salvarsan ist 











14 W. Schulemann : 


eine kationische Verbindung’), wire also den basischen Farb- 
stoffen zur Seite zu stellen, wahrend Trypanblau ein Saure- 
farbstoff ist. Dieser Unterschied wird aber dadurch ausge- 
glichen, daB im Neosalvarsan ein anodischer Abkémmling des 
Salvarsans dargestellt wurde, der genau wie Salvarsan wirkt’). 
Neosalvarsan entsteht aus Salvarsan durch Vereinigung mit 
1 Mol formaldehydsulfoxylsaurem Natrium nach der Gleichung: 


R — NH,-++ HO.CH,.0.8.0Na=-R--NH.CH,.0.8.ONa--H,0, 


hat also die Konstitution: 


Ag—----— As 
; - 
HN | nia 
ow i 
OH OH O.SONa 


Neosalvarsan’*) 

Da ferner mit wachsendem Molekulargewicht bzw. gréBerer 
Atomzahl das Farbstoffmolekiil schwer léslich wird, schien mir 
die Anwesenheit von vier —-SO,Na-Gruppen, die im wesentlichen 
erhéhend auf die Léslichkeit wirken, das Dasein des Tolidin- 
restes im Trypanblau nur zu kompensieren. 


b) Chemoceptoren und Vitalfirbungsvermiégen. 
Theoretisch wire daher —- wenn die Seitenkettentheorie 
auch bei den sauren Disazofarbstoffen Giiltigkeit hatte — zu 
erwarten gewesen, da8 Anderungen im Aufbau und der Stellung 
der haptophoren Gruppen (dem Periamidonaphtholoceptor) im 
Trypanblau Hand in Hand gehen wiirden mit dem biologischen 
Verhalten der Farbstoffe. 


1) Vgil. hierzu Traube, Kolloidchem. Beihefte 3, 317 und 321, 1912. 

*) Stihmer, Deutsche med. Wochenschr. 1912, 983. 

*) Ahnliche anodische Salvarsanderivate wurden den Farbwerken 
M. L. Br.-Héchst patentiert, z. B. D.R.P. 250745, 18. ITI. 1911; ausgeg. 
15. IX. 1912: 





As————-As 
+ my 
H 
H,N— _-N¢ 
Dae Non, 
| O 


i 


OH OH 
C\on 
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In Wirklichkeit aber stellen sich die Verhiltnisse ganz 
anders dar. (Siehe Tabelle I.) 

Diaminblau 2B farbt wie Trypanblau vital, obwohl ihm 
zwei Methylgruppen fehlen. Im Diaminschwarz BH ist nur 
noch ein Periamidonaphtholoceptor vorhanden, in der anderen 
,»Seitenkette“ ist die Aminogruppe von C, nach C, gewandert. 
Der unsymmetrische Farbstoff farbt gleichwohl vital. Bei Farb- 
stoff Nr. 224 ist der Trypanblaureceptor nicht mehr vorhanden, 
trotzdem bleibt der Farbstoff vitalfarbend. [hm gegeniiber hat 
das Diaminschwarz RO das Vitalfarbungsvermégen verloren 
Obwohl im Chicagoblau R der Periamidonaphtolozeptor wieder- 
hergestellt ist, farbt auch dieser Farbstoff nicht vital. Zum 
Vitalfarbstoff ist das Diaminschwarz RO wieder geworden, wenn 
ihm die Konstitution des Farbstoffes Nr. 227 gegeben wird. Im 
Oxaminblau 3R lernen wir nun wieder einen nicht vital far- 
benden Disazofarbstoff kennen, bei dem im Trypanblaureceptor 
die Aminogruppe von C, nach C, verschoben ist. Dieser scheinbar 
»hegative“ Receptor wird aber in Farbstoff Nr. 228 wieder ,,po- 
sitiv“, d. h. Farbstoff Nr. 228 farbt vital. Dianilblau B beweist, 
daB auch ein Ersatz der Aminogruppe im Periamidonaphtholocep- 
tor durch eine zweite Hydroxylgruppe das Vitalfarbungsvermégen 
des Trypanblaus nicht verandert. Ebenso kann die Hydroxyl- 
gruppe des Trypanblaus ganz verschwinden. Benzopurpurin B 
farbt vital; hingegen ist Congo, das einen ganz 4hnlichen Re- 
ceptor wie Benzopurpurin besitzt, ohne Vitalfarbungsvermégen. 

Bei Farbstoff 168, 172, 246, 247, 167, die samtlich vital 
farben, sehen wir, daB das Tolidin bzw. Benzidin ohne Schaden 
durch den Diphenylharnstoff ersetzt werden kann, wir lernen 
auch eine weitere Reihe neuer ,,positiver“ Receptoren kennen. 
Die ,,Seitenketten* des Farbstoffes Nr. 167 zeigen sogar iiber- 
haupt keine ,,Receptoren“. Im Farbstoff Nr. 155 haben wir ein 
Derivat des Stilbens vor uns, das die gleichen ,,Seitenketten“ 
wie Trypanblau aufweist und auch vital farbt. Der schéne Vital- 
farbstoff Baumwollponceau R zeigt wieder ein neues Mittelglied 
und einen neuen Chemoceptor. 

Es ist sogar nicht einmal ndétig, bei den Disazofarbstoffen 
stehen zu bleiben. Sonnengelb, Isaminblau 6B, Methylblau fiir 
Seide, Violamin und viele andere Farbstoffe mehr zeigen, daB 
Vitalfarbstoffe in allen méglichen Farbstoffklassen vorkommen. 
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Violamin Ia B 


Diese kleine Zusammenstellung, 
die ich durch weitere Beispiele noch 
ganz bedeutend erweitern kénnte, 
zeigt bereits zur Geniige, daB die 
,seitenkettentheorie* hier vollstin- 
dig versagt. Die heterogensten Che- 
moceptoren bewirken das _ gleiche, 
und Farbstoffe mit gleichen Chemo- 
ceptoren kénnen sich  biologisch 
vollig verschieden verhalten. Ja so- 
gar die tiefgreifendsten Anderungen 
der chemischen Konstitution sind oft 
ohne jeden EinfluB auf das Vitalfar- 
bungsvermégen der Farbstoffe. 


e) Lésungseigenschaften der Farbstoffe 
und Vitalfirbungsvermégen. 

Mit der Seitenkettentheorie ist 
hier also nicht weiterzukommen. Die 
genauere Betrachtung der Tabelle I 
aber gibt bereits einen Hinweis auf 
neue Gesichtspunkte: 

Im Trypanblau sind 4 Sulfon- 
sduregruppen enthalten, im Chicago- 
blau, das ihm sonst védllig gleicht, 
finden sich nur 2 solche Gruppen. 
In derselben Weise sind gegeniiberzu- 
stellen 


Diaminschwarz RO und Farbstoff 
Nr. 227, 
Oxaminblau 3R und Farbstoff Nr. 228. 


Die Farbstoffe mit 4 Sulfonsaure- 
gruppen farben vital, die mit 2 hin- 
gegen nicht. Von der Zahl dieser 
Gruppen allein aber hangt das Vital- 
farbungsvermégen nicht ab. Benzo- 
purpurin 6B mit nur 2 Sulfonsdure- 
gruppen farbt wieder vital. Hingegen 
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farbt Congo, das auch nur 2 Sulfonsiuregruppen_besitzt, 
nicht vital. 

Die Verhiltnisse liegen also wesentlich komplizierter. Sie 
sollen weiter unten ausfiihrlich dargelegt werden. Erinnern 
wir uns aber daran, daB die Wasserléslichkeit der Disazofarb- 
stoffe in hohem MaBe von der Anwesenheit von Sulfonsaure- 
gruppen als salzbildenden Gruppen abhangt, so ist der Weg 
zur Weiterarbeit schon einigermaBen angedeutet. 

Beobachtungen bei Ausfiihrung der Tierversuche leiten in 
die gleiche Richtung. Bei einer groBen Zahl von Farbstoffen 
(Benzopurpurin B, Dianilblau 4R, Toluylenrot RT und vielen 
anderen mehr) zeigte sich, daB das Vitalfarbungsvermégen in 
hohem MaBe abhingig sein kann von der Vorgeschichte der 
Farbstofflésung, ihrer Konzentration, ihrem Elektrolytgehalt 
u.a.m. So wurde eine kalt bereitete frische 0,5°/,ige Lésung 
von Benzopurpurin*) intravends von Kaninchen gut vertragen 
und gab gute vitale Farbung. Wurde aber die gleiche Lésung 
desselben Farbstoffes kurz erhitzt, wurde sie hei® bereitet oder 
wurde eine alte oder eine konzentriertere Losung verwendet, 
so kam es zu tédlichen Embolien. Embolien erzeugte auch das 
Handels-Trypanblau in Ringerloésung gelést, wahrend Losungen 
in destilliertem Wasser intravenés ganz glatt vertragen wurden °). 
Bei den Farbstoffen Nr. 150 (o-Benzidinmonosulfonsaure -+- 2 Mol. 
2-Amido-8 -naphthol-6-sulfonsaure alcal. gekuppelt), Nr. 151 (o- 
Benzidin monosulfonsiure -+ 2 Mol 2- Amino - 5 - naphthol - 7- 
sulfonsaure alcal. gekuppelt) und Nr. 154 (Tolidin alcal. gekuppelt 
mit 1 Mol 1,8-Dioxynaphtalin-3,6-disulfonsaure und sauer ge- 
kuppelt mit 1 Mol 1,8-Diamidonaphthalin -4 - sulfonsaure) entstand 
bei intraperitonealer Injektion einer 1°/,igen Lésung bei Meer- 
schweinchen keine Allgemeinférbung, wihrend haufige Injek- 
tionen kleiner Mengen 0,5°/,ige Lésung doch noch Vitalfarbung 
erzielten. 

AuBerst charakteristisch verhalt sich die Carminsaure. Sie 
ist als freie Siure in Wasser unldslich. Ihre Anreibung, in Wasser 
intraperitoneal injiziert, gibt keine Vitalfarbung. Die suspen- 
dierten Carminséureteilchen werden phagocytiert von all den 




















































1) Cf. Schulemann, Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Ther. 1912. 
*) Vergl. auch GroB, Zieglers Beitrige 51, 528, 1911. 
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Nellen (na ‘iirlich nur solchen, die zu phagocytieren vermégen) 
zu denen sie mechanisch gelangen kénnen. 

Das Lithiumsalz der Carminsaure ist hingegen wasserlés- 
lich und liefert injiziert eine prachtvolle vitale Farbung *). 

Ehrlich hat bereits darauf hingewiesen, dab Benzo- 
purpurin sehr dazu neige, Molekiilaggregate zu bilden und 
in kolloide Lésung iiberzugehen. Er ist aber der Ansicht, dab 
andere Vitalfarbstoffe als Elektrolyte gelést seien. Das Benzo- 
purpurin nehme unter den Saurefarbstoffen eine besondere 
Stellung als Kolloide ein, wahrend sonst die Kolloidchemie 
auf die anderen Farbstoffe zur Erklarung ihrer biologischen 
Eigenschaften nicht angewendet werden konne. 


Ein anderer Einwand koénnte gegeniiber der im vorigen 
gewonnenen Erkenntnis gemacht werden, dai das Vitalfarbungs- 
vermégen der Farbstoffe von ihrem Lésungszustand abhange. 
Es wire die Deutung moglich, daB ein geeigneter Lésungs- 
zustand nur eine Bedingung fiir die Verteilung der Farbstoffe 
sei, daB erst ein bestimmter Lésungszustand erreicht werden 
miisse, um das Farbstoffmolekiil an die Stellen im tierischen 
Korper gelangen zu lassen, wo nun doch schlieBlich die end- 
giltige Ablagerung des Farbstoffes durch eine Reaktion der 
»Chemoceptoren* geschehe*). Dann wiirden Untersuchungen 
iiber die Beziehungen zwischen Lésungszustand und Vitalfar- 
bungsvermégen nur die Bedingungen zutage férdern kénnen. 
unter denen die Chemoceptoren in Reaktion treten. 

Auch diese Behauptung kann nicht zutreffend sein. 

Wir sahen bereits in Tabelle I, da8B Farbstoffe mit den 
heterogensten Chemoceptoren die gleichen biologischen Eigen- 
schaften haben, wenn nur der Lésungszustand der richtige ist. 


d) Seitenkettentheorie und Theorie der Farbstoffe. 


Es ist nun ferner noch zu bedenken, daf wir es mit Farb- 
stoffen hier zu tun haben und daB gerade die von Ehrlichs 
Theorie als Chemoceptoren bezeichneten _ ,,reaktionsfahigen“ 


1) Cf. auch Ribbert, Verworns Zeitschr. f. allgem. Physiol 
4, 1904. 

*) Ein Standpunkt, den ich in gewisser Weise friiher selbst inne- 
hatte. Cf. Schulemann, Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Ther. 1912. 
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,Seitenketten“ in den Farbstoffen als Chromophore und Auxo- 
chrome wirken. 


«) Theorie der Farbstoffe. 


Nach der von Graebe und Liebermann’) aufgestellten, 
von Witt *) ausgebauten Theorie, die von vielen anderen For- 
schern *) dann auferordentlich erweitert und vertieft wurde, ist 
der Farbstoffcharakter einer Verbindung abhangig von der 
Funktion Chromophor >< Auxochrom. Chromophore werden 
solche ungesattigten Atome oder Atomgruppen genannt, deren 
Einfiihrung in ein farbloses Molekiil Absorption im sichtbaren 
Teile des Spektrums hervorruft. Solche chromophorhaltigen 
Verbindungen werden als Chromogene bezeichnet. Sie sind ge- 
farbt, haben aber noch keinen Farbstoffcharakter, d. h. noch 
keine Affinitét zur Textilfaser. Eigentliche Farbstoffe entstehen 
erst durch den Eintritt von Auxochromen in das Chromogen. 
Als Auxochrome kommen im wesentlichen die Aminogruppe 
und substituierte Aminogruppen sowie die Hydroxylgruppe in 
Betracht. Farbstoffe kénnen auch durch Haufung mehrerer 
Chromophore in einem Chromogen entstehen. Der Eintritt des 
Auxochroms in das Chromogen hat 1. eine Verschiebung der 
Absorptionsgrenzen zur Folge; 2. verleiht er der Verbindung 
Affinitét zur Faser. Diese neuen Eigenschaften sind durch eine 
Einwirkung des Auxochroms auf das Chromophor entstanden, 
und zwar kann der Eintritt des Auxochroms in das Chromogen 
zur Folge haben 1. eine intramolekulare Umlagerung durch 
Bildung eines neuen Chromophors, z. B. eines Chinones; 2. eine 
Fernwirkung auf das Chromophor durch einen Affinitaétsaus- 
tausch zwischen Auxochrom und Chromophor. Jeder Eingriff 
in diese Funktion Auxochrom >< Chromophor pflegt von einer 
Anderung der Lichtabsorption des Farbstoffes gefolgt zu sein. 
Solche Anderungen entstehen fast durch jede Verinderung der 
Konstitution der Farbstoffe. Die Wirkung kann entweder eine 


1) Graebe und Liebermann, Berichte 1, 104. 

*) Witt, Ber. 9, 522. 

%) Kauffmann, Ahrens’ Samml. chem. u. chem.-techn. Vortrige. 
9. Stuttgart, Enke. — Ley, Farbe und Konstitution. Hirzel., Leipzig 
1911. — Kauffmann, Valenzlehre. Stuttgart 1911 — Bucherer, 
Farbenchemie. Leipzig 1914. 
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bathochrome sein, d. h. eine Verschiebung der Lichtabsorption von 
Ultraviolett nach ultrarot (farbvertiefend) oder eine hypsochrome, 
d. h. eine Verschiebung der Absorption im umgekehrten Sinne *). 

Einige Beispiele mégen dies erliutern*). Als Chromophore 
sind erkannt: 


\ C=C 

Athylengruppen (in bestimmter Zah] und Lagerung). 
2. C—O 

Carbonylgruppen. 


8. C—NH bzw. —CHN 
Stickstoff-Kohlenstoffgruppierungen. 


4. —N=N- 
Azogruppen. 
O 
6. —N 
O 
Nitrogruppen. 


7. SC=8, —C—S,—C— u. a. m. 
Schwefelhaltige Gruppen. 
8. Metalloide Atome wie J, Br u. a. m. 
Ein Beispiel eines Chromogens ist das 
N = 


Azobenzol, 


aus dem durch Einfiihrung von Auxochromen wie 


H AH, H 
-NH,, —N ,—N ", —N , ~-OH u. a. m. 
CH, CH, CO—CH, 
Farbstoffe entstehen, z. B. 
a CH, 
N=N< —N : 
‘ CH, 


Dimethylaminoazobenzol, 


in dem die Dimethylaminogruppe durch Fernwirkung auf die 
Azogruppe den Farbstoffcharakter erzeugt. 


» Schiitze, Zeitschr. f. physik. Chem. 9, 109. 
*) Zit. n. Ley, I. c., 8. 20. 
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Im Helianthin hingegen haben wir einen Farbstoff vor 
uns, in dem unter bestimmtén Verhiltnissen die Fernwirkung 
Auxochrom >< Chromophor in eine intramolukulare Umlagerung 
vor sich gehen kann’): 


H 
| 


N(CH,), N(CH), N(CH,), 


| y I 


S0,Na 56, SO, 
gelbes Na-Salz orange azoide Saure violette chinoide Saure 
Eine bathochrome Anderung stellt z. B. der Ubergang des 
OH OH OH OH 
/\/\N=N< ; /\/\N=NC NH 


Na0,S\ A_SO,Na NaO,S\ A /S0,Na 
Chromotrop 2R in Viktoriaviolett 8 BS 
dar. Durch Einfiihrung einer —NH,-Gruppe ist der rote Farb- 
stoff in einen violetten ibergegangen. 
In der Uberfiihrung des Trypanblaus in das N-Benzoyl- 
Trypanblau: 
Pgs, 


\ 


2 


VY 
C=O C—O 


. 


| | 
NH OH OH NH 
(Y= apse ene’) 
a 
NaO re. )_80,Na CH, —H,c Na0,8 A_S0,Na 
N- Saisneaiiaaaiilies 


1) §. die Arbeiten von Hantzsch, Ber. 41, 1171. 
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lernen wir einen hypsochromen Vorgang kennen. Wihrend 
Trypanblau Baumwolle blau firbt. wird sie von N-Benzoyl- 
Trypanblau violett gefarbt. 

Der Vergleich von Ehrlichs Seitenkettentheorie mit der 
Theorie der Farbstoffe lehrt also, daB von Ehrlich gerade die 
Atomgruppen als Seitenketten bezeichnet werden, die als Chromo- 
phore oder Auxochrome in den Farbstoffen wirken. 


) Die Chemoceptoren im Lichte der Farbstofftheorie. 
Pp 


Im Trypanblau wire das Chromogen —N=N— als der 
eine Receptor anzusprechen, die Auxochrome —NH, und —OH 
als haptophore Gruppen. Im Salvarsan — einem gelben Farb- 
stoff — ist das Chromophor (die Arsenogruppe —As—As— ) 
die toxophore Gruppe, die Auxochrome —NH, und —OH sind 
die haptophoren Receptoren. 

Die Auxochrome entsprechen also den haptophoren Gruppen 
Ehrlichs. Veranderungen in den Auxochromen fiihren nach 
der Theorie der Farbstoffe Verainderungen der Farbe herbei. 
Wenn also die Seitenkettentheorie richtig wire, miiBte bei der 
Vitalfarbung -—- bei der Ehrlich ja chemische Bindung der 
haptophoren Gruppen an Zellbestandteile annimmt — Farb- 
ainderung auftreten. Das Experiment aber zeigt, daB bei der 
Ablagerung saurer Farbstoffe in den Zellen solche Anderungen 
der Nuance fast niemals auftreten. 

Trypanblau zeigt z. B. in der Zelle seine friihere blaue 
Farbe. Da8 allein schon eine chemische Anderung der —NH,- 
Gruppen eine Anderung der Nuance zur Folge hat, ist eben 
am violetten N-Benzoyltrypanblau gezeigt worden. Trypanblau- 
farbungen im Tier zeigten niemals einen Ubergang nach Violett 
oder gar Rot. 


In den wenigen Fillen, wo doch eine Farbanderung bei 
der Ablagerung in den Zellen zu beobachten war (Metachroma- 
sie’), lieB sich stets der genaue Nachweis fiihren, daB sie nicht 
durch chemische Einfliisse entstanden. Es war mir im Gegen- 
teil méglich, mit Hilfe solcher metachromatischer Farbungen 
den direkten Beweis zu erbringen, daB die Vitalfirbung mit 


1) Ein in der medizinischen Literatur iiblicher Ausdruck fiir Farben- 
anderung eines Farbstoffes bei histologischen Farbungen. 
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sauren Farbstoffen auf Anderungen des Lésungszustandes der 
Farbstoffe beruht und die Vitalfarbung ein biophysikalischer 
und kein biochemischer oder histochemischer Vorgang ist (cf. 
spater). Ebenso kann durch diese Versuche gezeigt werden, 
daB auch Adsorption (wie bei der Baumwollfarbung') oder 
Bildung einer festen Lésung bei der Vitalfarbung mit sauren 
Farbstoffen keine Rolle bei der Bildung der Granula spielt. 

Es beweist also auch die Betrachtung der Seiten- 
kettentheorie Ehrlichs im Lichte der Theorie der Farb- 
stoffe, daB chemische Reaktionen nicht die Farbstoffe 
an Zellbestandteile binden kénnen. 












IV. Histologie der Vitalfarbung. 


1, Literatur, 


Eine Vitalfarbung mit sauren Farbstoffen erzielte zuerst 
Ribbert?) durch Anwendung des Lithiumsalzes der Carmin- 
siure. Diese Versuche erweiterte spiter Schlecht*). Unab- 
hangig von diesen Arbeiten wurden die Versuche von Bouf- 
fard*) mit Trypanblau und von Goldmann’) mit Isaminblau 
und Trypanblau ausgefiihrt. Erst spater wurde von Schule- 
mann®) und Aschoff’) festgestellt, daB die Carminsaéure- und 
Trypanblaufarbung die gleichen Resultate gibt. Weitere Einzel- 
arbeiten folgten (vgl. bei Kiyono*) und Médllendorff*). Be- 
H sonders hervorzuheben sind die groB angelegten, von Suzuki ®) 

und Kiyono”) unter Aschoffs Leitung ausgefiihrten Arbeiten. 

Weit geringer ist die Zahl der Arbeiten, die sich mit der 

Theorie der Vitalfarbung beschaftigen. Ehrlichs Arbeiten 

wurden bereits ausfiihrlich gewiirdigt. Auf Goldmanns An- 























1) Vgl. Pelet-Jolivet, Die Theorie des Fiarbeprozesses. Dres- 
den 1910. — Zsigmondy, Kolloidchemie. Leipzig 1912. 

*) Ribbert, Verrooms Zeitschr. f. allgem. Physiol. 4, 1904. 

*) Schlecht, Zieglers Beitrage 40, 1907. 

“) Bouffard, Ann. d. l’institut Pasteur 20, 1906. 

5) Goldmann, Bruns Beitr. z. klin. Chir. 1909, 1911, 1912. 

*) Schulemann, Arch. mikr. Anat. 79, 1912. 

”) Aschoff, ef. Suzuki, Kiyono. 

8) Kiyono, Die vitale Carminspeicherung. Jena 1914. 

*) v. Méllendorff, Anat. Hefte 53, 1915. 

1”) Suzuki, Zur Morphol. d. Nierensekretion. Jena 1912. 
1) Kiyono, ef. Anm. 8 dieser Seite. 
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sichten wird noch zuriickzukommen sein. Weitere Arbeiten 
liegen vor von Hoeber’), der hauptsichlich die Nierenfairbung 
beriicksichtigte, und von Ruhland?), der mit pflanzlichem Ma- 
terial arbeitete. Schulemann*) untersuchte mit seinen Mit- 
arbeitern die Theorie der Vitalfirbung mit sauren Farbstoffen. 
Etwa 3'/, Monate nach Verédffentlichung der Hauptresultate 
seiner Arbeiten im Rahmen einer vorlaufigen Mitteilung*) er- 
schien in gleicher Form eine diese Resultate bestatigende Ar- 
beit von v. Méllendorff*), der 1915 die ausfihrliche Mit- 
teilung®) seiner Ergebnisse folgte, zu denen er unabhangig von 
Schulemann auf véllig anderem Wege gekommen war. 

Die Anschauungen, zu denen die einzelnen Forscher ge- 
kommen sind, sollen im Laufe der Arbeit an geeigneter Stelle 
naher gewiirdigt werden. 


2. Was ist ,,Vitalfarbung“? 


Die ersten Vitalfirbungsversuche wurden — soweit mir 
die Literatur zuganglich ist — von Ehrlich mit Methylenblau 
an Nervenzellen ausgefiihrt. Von Ehrlich ist wohl auch das 
Wort Vitalfarbung gepragt worden. Es soll anzeigen, dab eine 
lebende Zelle durch einen Farbstoff gefarbt und hierdurch aus 
der Reihe anderer Zellen, die die Farbung nicht annehmen, 
hervorgehoben wird. 

Spater zeigte es sich, daB gerade die Methylenblaufarbung 
an Nervenzellen auch an iiberlebendem Material médglich ist, 
daB hier eine ,,Supravitalfarbung“ vorliege. Andere Farbstoffe 
wurden dann aufgefunden, die wie Neutralrot teils Protoplasma- 
bestandteile lebender Zellen (Driisenzellen) teils iiberlebender 
(Leukocyten) spezifisch farbten; oft auch ist es unmdglich, zu 
sagen, ob eine spezifisch gefirbte Zelle lebend, ob absterbend 
oder tot sei. So erklart sich wohl, daB in der Literatur teils 


1) Hoeber, Arch. f. d. ges. Physiol. 108, diese Zschr. 11, 105; 20, 56; 
50, 418. — Die physik. Chemie d. Zelle u. d. Gewebe III. Leipzig 1912. 

*) Ruhland, Jahrb. wiss. Bot. 46, 1; 51, 376. Ber. d. Deutsch. 
bot. Ges. 30, 139. 

8) Schulemann, I. c. 

*) Evans, Schulemann u. Wilborn, Deutsche med. Wochen- 
schr. 1914, Nr. 30. 

5) v. Méllendorff, ibid 1914, Nr. 41 

6) v. Méllendorff, 1. ¢. 
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von Vitalfarbung, teils von Supravitalfirbung bei den gleichen 


Vorgangen gesprochen wird. 

Ebenso unscharf ist die Definition der Vitalfarbung durch 
die Darstellung der gefirbten Zellen oder Zellteile. Einerseits 
kénnen durch Vitalfairbungsmethoden zweifellos praformierte 
Zellbestandteile gefiirbt werden, wie z. B. Neurofibrillen, Zell- 
kerne, manche Arten von Protoplasmabestandteilen, anderer- 
seits ist man mitunter durchaus im Unklaren dariiber, was die 
Vitalfarbung eigentlich darstellt. In diesem Falle handelt es 
sich meist um Protoplasmagranula, die nach anderen histo- 
logischen Methoden nicht darstellbar sind, von denen man 
nicht weiB, ob sie durch die Vitalfarbung kiinstlich erzeugt 
werden, ob es iiberhaupt gefirbte Protoplasmabestandteile oder 
Farbstoffeinlagerungen sind. 

Will man sich mit der Theorie der Vitalfarbung beschaf- 
tigen, so ist es unbedingt notwendig, sich klar vor Augen zu 
halten, welcher Vielheit von Erscheinungen verschiedenster Art 
man gegeniibersteht und wie unklar der Begriff der Vital- 
farbung als solcher ist. Ganz besonders wird daran zu denken 
sein, daB ein Farbstoff im gleichen Tier in den verschiedenen 
Zellen durchaus verschiedene Wirkung haben kann. Ich er- 
innere z. B. an das Sulforhodamin, das sowohl Zellkerne wie 
»Protoplasmagranula* darstellen kann, an Methylenblau, das 
Neurofibrillen und ,,Granula“ farbt’). 


3. Wahl des Untersuchungsmaterials. 


Es erscheint daher notwendig, sich bei der Wahl des 
Untersuchungsmaterials die gréBten Beschrankungen aufzuer- 
legen, nur nahe verwandte Farbstoffe zur Untersuchung zu 
verwenden und deren biologisches Verhalten nur bei identischen 
Zellarten zu vergleichen. Erst wenn auf diesem empirischen 
Wege gewisse Ergebnisse erzielt sind, werden allgemeinere 
Schliisse berechtigt erscheinen. 

Die ausgewahlten Farbstoffe sind samtlich Saurefarbstoffe 
(das Anion des Farbstoffsalzes ist farbig), zunichst wurden die 


‘) Wenn daher Kiyono (I. c. 16) die Kernfarbung der Nieren- 
epithelien durch Indigcarmin gegen meine Theorie der Granulaentstehung 
ins Feld fihrt, so vergiBt er eben, daB ein Farbstoff verschiedene Wir- 
kungen haben kann (cf. auch spiter). 
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nichsten Verwandten des Trypanblaus, eines Disazofarbstoffes, 
spaiter auch andere Saurefarbstoffe untersucht. 

Die Gesichtspunkte, die zur Wahl dieses Farbstoffes fiihrten, 
wurden bereits oben dargelegt, doch erscheint es mir notwendig, 
noch einmal darauf hinzuweisen, daB das erstrebte Ziel die 
Wahl des Farbstoffes bedingen mu. Es ist immer wieder von 
guten und schlechten Vitalfarbstoffen die Rede. Zweifellos ist 
fiir histologische Untersuchungen der Farbstoff der beste, der 
ungiftig ist und die schénsten und haltbarsten mikroskopischen 
Praparate liefert'). Fiir biologische Versuche aber wird man 
den wahlen miissen, der die gréBte Zahl in méglichst reinem 
Zustande erhiltliche Verwandte aufweist, und dessen Konsti- 
tution genau bekannt ist. 

Zum Verstandnis der Arbeit sei zunachst ganz kurz refe- 
riert, welches histologische Bild die Vitalfarbung mit Siure- 
farbstoffen wie Trypanblau, Carminsiure usw. liefert. Die ein- 
zelnen Farbstoffe zeigen in ihrem biologischen Verhalten nur 
geringe Abweichungen. 

In der folgenden Darstellung kann ich mich den ausfiihr- 
lichen Darlegungen von Aschoff-Kiyono anschlieBen, da die 
Trypanblaufarbung die gleichen histologischen Tatsachen zeigt. 


4. Das histologische Bild bei der Farbung mit sauren Vital- 
farbstoffen. 


Am weitesten ausgebreitet ist die Vitalfarbung der Zellen 
mesenchymatischen Ursprungs. 
Von den Elementen des Bindegewebes zeigen die Fibro- 


1) Kiyono (Il. c., 212) verbreitet sich ausfiihrlich dariiber, wieviel 
besser die Carminséurefarbung als die Trypanblaufarbung sei und meint, 
daB mit der neueren Farbung mit Trypanblau, Isaminblau usw. nicht 
mehr gewonnen wird, als mit der ,altbewahrten“ Carminmethode. Er 
vergiBt dabei aber, daB Goldmanns Versuche vor seinen Carmin- 
fiirbungen viel neue Tatsachen ans Licht férderten, die mit Ribberts 
Methoden noch nicht erzielt worden waren. Auch erwahnt er nicht, daB 
gerade die ausgedehntere Anwendung der Vitalfirbung durch Gold- 
manns Arbeiten veranlaBt wurde. Sagt doch Aschoff im Vorwort zu 
Kiyonos Arbeit selbst, daB die Goldmannschen Versuche fiir ihn Ver- 
anlassung waren, auch das Material der carmingespeicherten Tiere fiir 
die Entziindungslehre besser als bisher zu verwerten. So tauchte nach 
Goldmann die Ribbertsche Methodik wieder auf. 
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blasten feinkérnige Farbstoffeinlagerungen. Diese sind beson- 
ders stark in den Klasmatocyten (Makrophagen), denen Aschoff 
den Namen Histiocyten beilegt. Die Fettzellen zeigen in ihrem 
Protoplasma nur geringe Farbstoffkérnchen. Wo im Korper 
Bindegewebe angetroffen wird, ist die Farbung die gleiche. 

Die ebenfalls mesenchymatischen Endothelien der Blut- 
gefaBe zeigen meist nur geringe Farbstoffspeicherung. Diese 
Speicherung kann aber eine sehr bedeutende werden, wo be- 
sondere Funktionszustande der Endothelien vorliegen oder her- 
beigefiihrt werden. Hier sind die Endothelien der Lebercapil- 
laren — besonders die Kupfferschen Sternzellen —, das 
Endothel von Knochenmark, Nebenniere, die Reticuloendo- 
thelien von Milz, Blutlymphdriisen, Lymphdriisen, Thymus und 
Knochenmark anzufiihren. Aus den fixen vitalfarbbaren Endo- 
thelien entstehen — ganz besonders unter dem EinfluB patho- 
logischer Prozesse — freie Histiocyten, die dann auch im 
stromenden Blut auftreten, im ganzen Korpergewebe wandern 
kénnen und sich besonders an Orten ansiedeln, wo patho- 
logische Vorgiange stattfinden. Aber auch normalerweise finden 
sich starke Ansammlungen solcher vitalfarbbarer Histiocyten 
in allen blutbildenden Organen und besonders im Netz. Ge- 
ringere Farbstofispeicherung zeigen die Deckzellen der serésen 
Gewebe (Pleura, Peritoneum usw.). 

Alle iibrigen Blut- und Bindegewebselemente, wie Erythro- 
cyten, Leukocyten, Lymphocyten, Plasmazellen und Mastzellen 
bleiben frei von Vitalfarbung. Ebenso kommt es im normalen 
Nervensystem weder zur Farbung von Nerven- noch von Glia- 
zellen. In den Riickenmarks- und Gehirnhauten aber finden 
sich die farbstoffispeichernden Bindegewebszellen wieder. Nur 
in der Neurohypophyse begegnet man vitalfarbbaren Zellen, 
deren Natur noch nicht vollig geklart ist. ° 

Eine fast so intensive Vitalfarbung wie die Histiocyten 
weisen beim Kaninchen die Leberzellen auf, wahrend bei der 
Maus die Leberzellen keine Farbstoffeinlagerungen zeigen. 

AuBerst stark ist die Farbstoffablagerung in den Epithelien 
der Hauptstiicke der Tubuli contorti der Nieren, wahrend es 
im Innern der Tubuli haufig zur Bildung von Farbstoffcylin- 
dern kommt. Sehr gering ist die Farbstoffspeicherung in den 
Rindenepithelien der Nebenniere bei lange fortgesetzter Car- 
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minsdureinjektion, etwas stairker bei Anwendung von Try- 


panblau. 

Hier zeigt sich — besonders bei Anwendung von Trypan- 
blau') — ein fundamentaler Unterschied zwischen der Vital- 
firbung der Bindegewebs-, Leber- und Nierenzellen und den 
Rindenzellen. Wahrend in den bisher genannten Zellarten die 
Farbstoffeinlagerungen von AuBerst intensiver Farbung sind, 
einen meist klumpigen, oft auch eckigen Eindruck machen. 
liegen neben wenigen solcher intensiv gefarbten Einschliissen 
feine runde, bei Trypanblau nur leicht hellblau gefarbte, bliis- 
chenartige Granula. 

Dieser Unterschied tritt noch weit schirfer zutage in den 
Epithelzellen des Vorderlappens der Hypophyse und der Epithel- 
kérperchen, in denen durch Trypanblau schwach hellblaue, runde 
Blaschen dargestellt werden, die scharf gegen die tiefschwarz- 
blauen Klumpen in den Histiocyten und Fibroblasten in ge- 
nannten Organen kontrastieren (cf. Schulemann, Arch. f. mikr. 
Anat. 79, 1912, Abbild. 11). Durch die Carminmethode sind 
diese Granula nicht darstellbar. 

Einen ahnlichen Unterschied weisen die Granula in den 
Epithelzellen des Plexus chorioideus auf. Sie sind von gleich- 
maBiger, runder Gestalt und zeigen einen weit helleren Farb- 
ton, als die Granula der im Bindegewebe des Plexus gefirbten 
Fibroblasten und Histiocyten. Auch durch Carminsaure werden 
diese Plexusgranula dargestellt. 

Schon in ihrem AuBeren steht daher die Vitalfarbung von 
Nebennierenrindenzellen, Hypophyse, Epithelkorper, Plexus cho- 
rioideus in einem Gegensatz zur Farbung der anderen Zellen. 
der durch das teilweise verschiedene Verhalten dieser Zellen 
gegen Carminsaure einerseits, Trypanblau andererseits noch 
scharfer hervorgehoben wird. 

Ein weiterer Unterschied zwischen Carminsaure- und Try- 
panblaufarbung besteht im Verhalten des elastischen Gewebes. 

1) GroB, Steckelmacher, Kiyono (besonders Kiyono) stellen 
Trypanblau und Tolidinblau einander gegeniiber. Es sei erwahnt, daB 
identisch sind: Trypanblau = Tolidinblau = Diaminblau 3B = Bleu Di- 
amine 3B = Benzoblau 3B = Kongoblau 3B = Dianilblaun H3G — Na- 
phthaminblau 3B X = Benzaminblau 3 B = Azidinblau 3 B = Niagarablau 
3B (ef. Schultz V, 391). 
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Carminsaure la8t dieses ungefirbt, Trypanblau farbt es in 
gleichmaBig hellblauem Tone an. 

Alle weiteren Zellen bleiben frei von Farbstoffen, beson- 
ders alle epithelialen Elemente. 

Hervorgehoben sei nur noch, da’ die Supravitalfarbung 
mit Isaminblau die eosinophilen Granula in den Leukocyten 
und Myelocyten bei Rana esculenta darstellt, wahrend die 
Bindegewebszellen supravital keine Farbung aufweisen'). Weitere 
Versuche in dieser Richtung habe ich nicht unternommen. 

Beziiglich der histologischen Einzelheiten sei auf die zu- 
sammenfassenden, bereits zitierten Arbeiten verwiesen. 

AnschlieBend an dieses Normalbild, wie es bei Anwendung 
eines ,histologisch guten“ Vitalfarbstoffes, z. B. Trypanblau, 
entsteht, will ich im folgenden die Variationen des _histolo- 
gischen Bildes schildern, wie sie bei anderen Saurefarbstoffen 
der gleichen Klasse entstehen. Hierbei kann ich die Farbstoffe 
in einzelne Gruppen nach ihrem biologischen Verhalten zu- 
sammenfassen, obwohl die Einteilung von einer groBen Willkir 
sein muB, da zwischen allen Gruppen flieBende Uberginge be- 


stehen. 


5. Farbungsintervall bei Trypanblau. 


Nach der einmaligen Injektion von Trypanblaulésung in 
die Bauchhéhle einer weiBen Maus diffundiert der Farbstoff 
rasch in die Kérpergewebe und wird durch Blut und Lymphe, 
in denen er gelést zirkuliert, rasch nach allen Organen trans- 
portiert. Friihzeitig beginnt bereits die Abscheidung des Farb- 
stoffes durch Niere und Leber. AuBerlich zeigt das Tier eine 
zunehmend intensivere Allgemeinfairbung, aber selbst bei Be- 
ginn der Maximalfarbung ist eine Farbstofispeicherung in den 
vitalfarbbaren Zellen noch nicht allgemein nachweisbar. Die 
Speicherung wird erst reichlich, wenn das Maximum an Farb- 
stoffkonzentration in den Organen erreicht ist und einige Zeit 
bestanden hat. Die Abscheidung mit Urin und Galle ist zu- 
nichst eine rasche, solange noch geléster Farbstoff in den Ge- 
webssaften vorhanden ist. Dann geht sie immer langsamer 


1) Analoge Beobachtungen machte spater bei Tolidinblau auch 
Kiyono, Fol. haemat. 18, 164, 1914. — Vgl. Schulemann, Arch. f. mikr. 
Anat. 79, 230, 1912. 
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vonstatten. In dieser Phase der langsamen Abscheidung findet 
eine Verminderung der Menge des in den Zellen gespeicherten 
Farbstoffes statt, bis der gesamte injizierte Farbstoff wieder 
abgeschieden — das Tier frei von Farbstoffgranulis ist, Das 
Zeitverhaltnis von Aufnahme-, Speicherungs-, Abscheidungs- und 
Entfarbungsphase stellt annaihernd folgendes Schema dar: 


Abscheidung 











Aufnahme : 
Speicherung Entfarbung 


6. Vitalfarbung mit anderen Siéurefarbstoffen. 


a) Mit kiirzerem Firbungsinteryall als Trypanblau. 


Es existiert nun eine ganze Reihe von Farbstoffen, bei 
denen die Resorption der Farbstofflosung aus der Bauchhohle 
erheblich rascher vor sich geht als beim Trypanblau. Das 
Maximum der Allgemeinfairbung wird schneller erreicht, die 
Abscheidung erfolgt gleichfalls in einem kiirzeren Zeitintervall. 
Die Speicherung von solchen Farbstoffen in den vitalfarbbaren 
Organzellen ist immer noch eine ausgiebige, doch verschwinden 


die ,Granula“* wahrend der Ausscheidungsphase in erheblich 
kirzerer Zeit. Der ganze, beim Trypanblau in Wochen ab- 
laufende Vorgang von Aufnahme, Speicherung, Abscheidung, 
Entfarbung, verlauft bei solchen Farbstoffen im Verlauf von 
Tagen. 

Das Aussehen der ,,Farbstoffgranula“ in den Zellen unter- 
scheidet sich nicht wesentlich von den ,,Trypanblaugranulis“. 
Mitunter freilich — namentlich bei solchen Farbstoffen, bei 
denen der Farbungsvorgang sehr rasch ablauft — gewinnt man 
den Eindruck, als sihen die Farbstoffgranula gréBer, eckiger 
und weniger kompakt aus, als bei der Trypanblaufarbung. 

Bei einer weiteren Reihe von Farbstoffen lauft der Far- 
bungs-Entfarbungsvorgang in noch kiirzerem Zeitintervall — in 
24 Stunden, ja weniger als 24 Stunden — ab. Speicherung, 
d. h, Granulabildung in den Zellen, ist nur sehr kurze Zeit zu 
beobachten und tritt nur da ein, wo der Farbstoff langere Zeit 
in verhaltnismaBig hoher Konzentration in den Organen sich 
befindet. Orte maximaler Konzentration sind der Injektionsort 


und die Orte der Abscheidung, d. h. Leber und Niere. Bei 
3* 
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intraperitonealer Injektion kommt es demnach in den im freien 
Exsudat und im Netz vorhandenen Histiocyten zur Granula- 
bildung. In der Niere finden sich in den Lumina der Harn- 
réhrchen zunachst nur Farbstoffcylinder, dann sind auch einige 
Granula in den Epithelien der Hauptstiicke zu sehen. Ahnlich 
tritt in der Leber, namentlich in der Gallenblase Bildung von 
Farbstoffniederschlagen ein. In den Kupfferschen Sternzellen 
finden sich einige Farbstoffgranula. Diese ,Granula“ — nament- 
lich in den Histiocyten — zeigen hier meist den Charakter 
von Vakuolen, in denen mehr oder weniger reichlich feste Farb- 
stoffkérnchen in lebhafter Brownscher Molekularbewegung 
tanzen. Neigt der Farbstoff zur Krystallbildung, so kann es 
auch in den Vakuolen zur Entstehung von Krystallen kommen 
(cf. spater Sulforhodamin). In den iibrigen Organzellen sind 
,Granula* iiberhaupt nicht wahrzunehmen. 

Endlich gibt es Farbstoffe, die bereits in weniger als 
1 Stunde die Tiere maximal farben. Einige Stunden spater 
ist véllige Entfarbung wieder eingetreten. Speicherung in den 
Zellen, auch Vakuolenbildung ist iiberhaupt nie zu beobachten. 

Wie ich bereits betonte, ist die Einteilung eine durchaus 
willkiirliche, denn von dem gut vitalfarbenden Trypanblau 
leitet eine ununterbrochene Reihe von Farbstoffen von Klasse 
zu Klasse hiniiber bis zu den zuletzt genannten Farbstoffen, 
die rasch den Korper durcheilen und sich gar nicht mehr ab- 
lagern. 


b) Mit lingerem Firbungsintervall als Trypanblau. 


Wieder ausgehend vom Trypanblau, will ich nun den 
zweiten Weg gehen, der uns herabfiihrt zu den Farbstoffen, 
die am Injektionsort liegen bleiben und keine allgemeine Vital- 
farbung geben. Auch hier will ich von Farbstoffklasse zu Klasse 
gehen, obwohl iiberall flieBende Ubergiinge existieren. 

Abwiarts gelangen wir zunachst zu Farbstoffen, die erst 
nach Tagen zu einer maximalen Allgemeinfirbung der Tiere 
fiihren. Obwohl die Abscheidung zeitig einsetzen kann, dauert 
sie doch auBerordentlich viel linger als beim Trypanblau. Die 
Speicherung bleibt lange bestehen. Am Injektionsort sind die 
Granula mehr oder weniger grob und zahlreicher, als in anderen 
entfernteren Ko6rperregionen. In diesen entfernteren KOorper- 
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teilen sind die Granula zunichst sparlicher, und jedes einzelne 
Granulum ist kleiner und regelmabiger. 

Andere Farbstoffe erzeugen zunachst nur ,Granula“ am 
Injektionsorte und seiner naheren Umgebung, bei intraperi- 
tonealer Injektion besonders am Netz, dann in den Organen 
der Bauchhéhle — besonders der Leber —, in den regioniren 
Lymphdriisen und der Innenseite der Bauchwand. AuBerlich 
ist zunachst gar keine Farbung zu sehen. Erst mehrmals 
wiederholte Injektionen fiihren zur Allgemeinfarbung. Diese 
beginnt zunichst am Bauch und schreitet von hier langsam 
nach Kopf und Schwanz hin fort. Intensiv aber wird diese 
Allgemeinfarbung nie. Die Granula sind am Injektionsort und 
seiner Umgebung auberst zahlreich und intensiv gefarbt. Je 
weiter wir uns vom Injektionsort entfernen, desto schwacher 
ist die Farbstoffspeicherung. Noch langsamer als die Speiche- 
rung geht die Entfairbung vor sich. Nach vielen Monaten sind 
die injizierten Farbstoffe noch in den Organen nachweisbar. 

Endlich schlieBen sich hieran solche Farbstoffe, die auch 
bei vielmaliger Injektion zu keiner Allgemeinfarbung fiihren. 
Bei einigen ist auBerlich noch eine Farbung der Bauchdecken 
zu sehen, bei anderen tritt auch diese nicht mehr ein. Die 
gesamte injizierte Farbstoffmenge wird gespeichert in den lokal 
vorhandenen vitalfarbbaren Zellen, besonders den Histiocyten. 
Speicherung in Zellen anderer Organe tritt nur ein, wo der 
Farbstoff direkt hingelangt, z. B. auf dem Wege der Lymph- 
bahnen in die regionéren Lymphdriisen; so heben sich die 
retrosternalen Lymphbahnen und die am Osophagus aufsteigen- 
den sowie die in sie eingeschalteten Lymphdriisen, wie die 


tiefen Halslymphdriisen, scharf aus dem umliegenden unge- 
farbten Gewebe ab. DaB so ungeheure Farbstoffmengen lokal 
gespeichert werden kénnen, ist dadurch méglich, daB Histio- 
cyten in ganz enormer Zahl neugebildet werden. Diese Ver- 
mehrung ist eine so auBerordentliche, daB z. B. das Netz zu 
einem dicken gallertigen Klumpen anschwillt, der aus vital- 
gefarbten Histiocyten im wesentlichen besteht. 


¢) Kolloide Metallésungen und Farbstoffsuspensionen. 


Zwanglos schlieBen sich in ihrem biologischen Verhalten 
dieser Gruppe nur streng lokal vitalfarbender Farbstoffe die 
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kolloiden Lésungen von Metallen wie Silber, Gold, Platin, Palla- 
dium an. 

Ebenso zeigen Farbstoffe, die in Wasser gar nicht léslich 
sind, ihrer Konstitution nach aber auch zu den Saurefarbstoffen 
gehoren, das gleiche biologische Verhalten, wenn sie in feiner, 
waBriger Suspension intraperitoneal eingespritzt werden. Die 
einzelnen Farbstoffpartikelchen werden langsam von den Zellen 
aufgenommen, die sonst mit sauren Vitalfarbstoffen farbbar 
sind. Die Form der ,,Granula“ entspricht dann natiirlich genau 
der eines in der Suspension befindlichen Farbstoffkérnchens. 

Auch diese Reihe von Farbstoffen vom Trypanblau bis 
zu den Farbsiuresuspensionen ist eine durchaus kontinuierliche. 
Dies geht besonders deutlich daraus hervor, daB wir ein und 
denselben Farbstoff in verschiedenen dieser ,,.Klassen“ wieder- 
finden kénnen, je nach dem Lésungszustand, in dem er injiziert 
wurde. Einige Beispiele mégen dies erlautern. 


7. Vitalfarbung mit: 


a) Lithiumearmin und freier Carminsiure. 

Das von Ribbert zuerst zur Vitalfarbung verwendete 
Lithiumsalz der Carminsaure ist in waBriger Lésung ein Farb- 
stoff, der biologisch dem Trypanblau sehr nahe steht. Das Li- 
thiumcarmin farbt langsamer, doch bleibt die Farbung langer 
bestehen. Freie Carminsaiure ist in Wasser nicht loslich. In 
feiner waBriger Suspension intraperitoneal injiziert, wird sie 
von den Zellen aufgenommen, die mit Trypanblau oder Lithium- 
carmin vitalfarbbar sind. Die mit Carminsiéure-Suspension er- 
haltene Vitalfirbung aber bleibt streng lokal und tritt nur 
noch in den regioniéren Lymphdriisen der Bauchhohle auf. 


b) Salzhaltigen und salzarmen Farbstoffen. 

Ahnliche, wenn auch nicht so scharfe Unterschiede zeigen 
Farbstoffe wie Benzopurpurin B und Toluylenrot RT. So farbt 
z. B. Benzopurpurin B als salzhaltiger Handelsfarbstoff lang- 
samer allgemein vital, als ein durch Reinigung salzarmes Benzo- 
purpurin. 


c) Mit warm und kalt bereiteten Farbstofflésungen. 
Dieselben Unterschiede zeigen langsam farbende, warm 
bereitete Lésungen von Benzopurpurin oder Toluylenrot gegen- 
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iiber gleichstarken, aber kalt bereiteten, schneller allgemein far- 
benden Lésungen derselben Farbstoffe. Noch weiter verzégert 
wird der Eintritt der Allgemeinfarbung, wenn die Lésung ge- 
altert und zum Gel erstarrt ist. Nach Injektion eines solchen 
Geles tritt die Allgemeinfarbung sehr spat ein. 


d) Mit konzentrierten und verdiinnten Farbstofflisungen. 


Einer scheinbar sehr merkwiirdigen Tatsache begegnen wir 
bei den Farbstoffen Nr. 153 und 154. Nach Injektion von 10 ccm 
der 1°/,igen Lésung intraperitoneal beim Meerschweinchen trat 
zunachst keine Resorption und allgemeine Farbung der Tiere 
ein. Nach 24 Stunden fand sich noch die gesamte eingespritzte 
Farbstofflésung frei in der Bauchhéhle. Wurde hingegen einer 
weiBen Maus 1 ccm einer 0,5°/,igen Lésung der gleichen Farb- 
stoffe intraperitoneal injiziert, so gelang es, durch einige In- 
jektionen eine allgemeine, wenn auch schwache, Vitalfarbung 
zu erzielen. 


8. EinfluB der Injektionsart auf die Vitalfarbung. 


Von groBtem EinfluB ist fernerhin der Injektionsmodus. 
Je nach dem, ob intraperitoneale, intravendse, subcutane oder 
intramuskulaére Injektion angewendet wird, kénnen die End- 
resultate bei ein und derselben Farbstofflésung verschiedene sein. 


a) Bei Lésungen von Sdurefarbstoffen. 


So entsteht beispielsweise durch intravenése Injektion von 
Benzopurpurin oder Toluylenrot, wenn eine konzentriertere oder 
warm bereitete oder alte Farbstofflésung verwendet wird, so- 
fort eine tédliche Embolie. Die gleichen Lésungen liefern intra- 
peritoneal eine langsam entstehende, allgemeine Vitalfarbung. 
Subcutane Injektionen fiihren bei diesen Farbstoffen viel lang- 
samer zur Allgemeinfarbung, wenn es iiberhaupt dazu kommt. 
Haufig kommt es bei der starken lokalen Reizung zur AbsceB- 
bildung, die weitere Injektionen verhindert oder zum Tod der 
Tiere fiihrt. Fast ebenso wirkt intramuskulare Injektion. Aus 
den vielen méglichen Beispielen sei noch auf das Isaminblau 6 B 
verwiesen (cf. die Protokolle 24a und b): intravends—Embolie, 
intraperitoneal oder subcutan—allgemeine Vitalfarbung. 
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b) Bei kolloiden Metallésungen. 

Auch die Metallkolloide zeigen je nach der Injektionsart 
einen verschiedenen Verbreitungsbereich, und Kiyono hat von 
der Lésung chinesischer Tusche (kolloider Kohlenstoff mit 
Gelatine als Schutzkolloid) das gleiche gezeigt. Uber den Be- 
fund bei intraperitonealer Injektion von Palladiumhydrosol cf. 
Protokoll Nr. 1015. Bei intravenéser Injektion bleibt die im 
vorigen Versuch so intensiv vital gefairbte Bauchhohle frei von 
Palladium. Jetzt aber sind die im vorigen Versuch fast frei 
von Palladium gebliebenen vitalfirbbaren Endothelien in Milz, 
Blutlymphdriisen, Knochenmark, Nebenniere, Leber, aufs inten- 
sivste beladen mit tiefschwarzen Granulis. Alle sonst vital- 
farbbaren Zellen im Ké6rper, die nicht in direktem Kontakt 
mit der Blutbahn stehen, bleiben palladiumfrei. Dies gilt aber 
nur fiir einmalige intravenédse Injektion und Untersuchung etwa 
24 Stunden nach der Injektion. Wird die Untersuchung spiter 
vorgenommen, oder etwa nach mehreren Injektionen im Ab- 
stand von einigen Tagen, so finden wir das Palladium auch 
in anderen Zellen, als nur den Endothelien, sei es, daB die 
Endothelien mobil werden und wandern, sei es, daB sie die 
Palladiumgranula weitergeben. Subcutane Injektion fihrt nur 
zur streng lokalen Vitalfarbung der Histiocyten des subcutanen 
Bindegewebes, intramuskulire zur Histiocytenfirbung in den 
Muskelinterstitien. Stets wird das Palladium — wie auch Gold, 
Silber, Platin usw. — von den sonst durch Trypanblau vital- 
farbbaren Zellelementen in Granulaform aufgenommen. 

Vermittelnd zwischen den nur lokal vitalfarbenden 1és- 
lichen Farbstoffen und den Farbstoffsuspensionen stehen wieder 
solche Farbstoffe, die mit Wasser nur eine triibe Lésung (mit 
stirkstem Tyndall-Phinomen) geben, wie z. B. das Lachsrot 
(Sch. J. IV, Nr. 208). Die triibe Lésung bleibt auch beim Fil- 
trieren durch angefeuchtetes Filtrierpapier unverindert und 
verhalt sich bei intraperitonealer Injektion wie eine Auf- 
schwemmung einer Farbstoffsdure. 


Nr. 1015. Kolloidales Palladium. (Kalle & Co.) 
Maus. 0,2°/,ige, waBrige Lésung intraperitoneal je 1 ccm. 
Erste Maus: 7., 10., 13., 16., 20., 24., 27., 30. XII. 12; 2., 6., 10.1. 13. 
Die Maus blieb stets ungefarbt und wurde am 13. I. getétet und 
als makroskopisches Priparat aufbewahrt. 
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Zweite Maus: Je 1 cem den 7. XIL., 10., 13., 16. XII. Das gesunde, 
ungefarbte Tier wird am 20. XII. getétet und sofort untersucht. 

Die Bauchwand ist auBerlich tiefschwarz gefairbt, sonst ist das Tier 
ungefarbt. 

Sektion: Bauchhaut und Subcutis tiefschwarz. Bauchmuskulatur: 
grau. Die Injektionsstellen sind dickere schwarze Flecken. Die Sub- 
cutis ist erfiillt von ungeheuren Massen vital gefarbter Wanderzellen, 
deren Protoplasma dicht erfiillt ist von vielen tiefschwarzen Granulis. 
Ebenso sind in der Muskulatur der Bauchwand alle vital fairbbaren 
Zellen prachtvoll schwarz granuliert. Ebenso die den Muskelfasern an- 
liegenden langlichen Bindegewebszellen. Die Injektionsstellen sind ein 
Konglomerat von tiefschwarz vital gefirbten Wanderzellen. 

Die freien Makrophagen in der Bauchhohle sind erfiillt von tief- 
schwarzen Granulis, die hier gréber erscheinen als die Granula in den 
Zellen der Muskulatur und der Subcutis der Bauchhaut. In den freien 
Makrophagen scheinen die Granula mitunter in Vakuolen zu liegen, 
Jedenfalls finden sich dieselben oft in kreisférmiger Anordnung im Proto- 
plasma. Diese Anordnung steht jedoch in keiner Beziehung zu den Zell- 
kernen. Das Netz ist tiefschwarz und enthailt Massen vital gefirbter 
Makrophagen. Die taches laiteuses heben sich durch vitale Farbung 
scharf hervor. Die Bauchhohle ist im ailgemeinen rein. Schwarze Fiecken 
finden sich auf einer Darmschlinge, auf dem Tubenfett, auf Mesenterium 
und Leber. 

Pankreas: +++ enthilt vital gefirbte Makrophagen und Binde- 
gewebszellen, letztere nur mit wenigen schwarzen Granulis. 

Die Oberflache der Leber ist bedeckt von tiefschwarz gefarbten 
Makrophagen. Die Kupfferschen Sternzellen weisen intensivste Fir- 
bung auf durch meist feine schwarze Granulis. Die Leberzellen sind 
frei von Palladium. 

Die Oberflache der Milz ist bedeckt von tiefschwarz gefarbten 
Makrophagen. In der Pulpa finden sich schwarz granulierte Zellen. 

Niere und Ovarium: vollstaindig negativ. 

Nebenniere: +. 

Alle Kérperlymphdriisen sind tiefschwarz, besonders schén alle 
thorakalen Lymphdriisen. Sie enthalten simtlich tiefschwarz vital ge- 
firbte Makrophagen. 

Thorax-Lymphdriisen voll tiefschwarz gefirbter Makrophagen mit 
groben Granulis. Daneben vielleicht auch freie Palladiumteilchen. 

Herzmuskulatur: negativ. 

Lunge: einige schwarz granulierte Zellen. 

Subcutis am Kopf und Muskulatur am Hals: negativ. 


Nr. 1015a. Kolloidales Palladium. 


Kaninchen. 0,2°/,ige Lésung. 
29. X. 12: 20 cem intravendés. 
6. XI. 12: 20 cem intravendés. 
15. XI. 12: 20 cem intravenés, 5 cem subcutan am Riicken. 
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25. XI. 12: getétet. 

Das Tier zeigt auBerlich keine Fairbung, auch nicht an der Con- 
junctiva. 

Frische Untersuchung von Quetschpraparaten. 

Leber: Kupffersche Sternzellen +++++++++ enthalten tief- 
schwarze Granula. 

Niere: vollstandig negativ. 

Kochenmark: viele Zellen ++++++. 

Nebenniere: einige verstreute Granula in Zellen des Markes. 

Blutlymphdriise vom Hals: +++++++++. 

Herz, Wand des rechten Ventrikels: W.-Z. +++. 

Thorakale Lymphdriisen: ++-++++. 

Milz und akzessorische Milz: ++++++. 

Muskulatur am linken Bein: keine W.-Z. gefarbt. 

Stelle der intramuskuliren Injektion am Riicken: 

Freie schwarze Granula: alle W.-Z. von schwarzen Granulis beladen. 

Schnittpraiparate von Leber, Niere, Milz, Herz, Nebenniere, nor- 
malem Muskel und intramuskulir injiziertem Muskel ergaben die gleichen 
Befunde. 


Nr. 1015b. Kolloidales Palladium (Kalle & Co.). 


Kaninchen. 0,2°/,ige waBrige Lésung 20 cem: intravenés den 7. XII. 
und 13. XII, den 19. XII. 12 einem Kaninchen. 

Blutausstriche, jeweils vor der Injektion angefertigt, am 7. XII., 
9. XII., 10. XII., 11. XIL, 12. XID, 14. XIL, 15. XI, 16. XII, 17. XIL., 
18. XII., 19. XII. 12. Es hat sich keine auffillige Anderung des Blut- 
bildes gezeigt. 

Am 13. XII. 5 Uhr p. m.: Darmtemperatur + 39,6° sofort nach der 
intravendsen Injektion um 5” p. m. + 39,6°. 

Am 19. XII.: Temperatur vor Injektion 10° a. m. + 39,15°, 10®° In- 
jektion beendet. 10*° + 38,85° 10 + 38,65°. Um 10 stirbt das Ka- 
ninchen unter den typischen Erscheinungen einer Embolie, Embolus in 
der Arteria basilaris cerebri. 

10°/,ige Formollésung vom Herzen aus injiziert. 

Makroskopischer Befund: Leber, Knochenmark, Milz: tiefschwarz- 
rot. Lymphdriisen am Hals rauchgrau. 

Sonst in der Farbung von einem normalen Tier nicht zu unter- 
scheiden. 

Mikroskopische Untersuchung: Paraffinschnitte mit Alauncarmin 
gegengefarbt. 

Leber: Die Kupfferschen Sternzellen sind mit schwarzen Granulis 
beladen. Die Leberzellen enthalten solche nicht. 

Epithelkérperchen: Epithelzellen enthalten kein Palladium, dagegen 
finden sich im Bindegewebe einige Zellen, die schwarze Granula ent- 
halten. Ob es Capillarendothelien sind, ist nicht zu unterscheiden. 

Niere: vollstandig frei von Palladium. 
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Knochenmark: Capillarendothelien (der Venen) stark beladen mit 
Palladiumgranulis. Ob auch Zellen, die nicht Endothelien sind, Palla- 
dium enthalten, ist nicht sicher zu entscheiden. (Die Farbung entspricht 
im wesentlichen der Knochenmarksfirbung mit Trypanblau |?).) 

Ovarium und Tube: Frei von Palladium. 


Eine Lymphdriise vom Hals enthalt viel pigmentierte Zellen, aber 
kein Palladium. 


Herz: keine Palladiumfarbung. 
Nebenniere: Rinde frei von Palladium. 


Dagegen findet sich Palladium im Mark, und zum Teil ist scharf 
zu erkennen, daB die Palladiumgranula in Capillarendothelien liegen. 


9. Die Reaktion des tierischen Organismus auf die Vital- 
farbung. 


Bemerkenswert erscheint ferner, daB auch die Reaktion 
des Organismus auf die Injektion solcher Farbstofflésungen 
Abhangigkeit von dem im vorhergehenden geschilderten Ver- 
halten der Farbstoffreihen zeigt. Es ist fiir das lebende Tier 
keineswegs gleichgiiltig, ob es vitalgefarbt ist oder nicht, so 
gering auch scheinbar der EinfluB der Vitalfarbung auf das 
Wohlbefinden der Tiere ist. 


a) Bei histologisch guten Vitalfarbstoffen. 


Lithiumcarmin. 


Kiyono deutet bereits darauf lffn, daB wohl erst durch 
die Carmininjektion freie Histiocyten in das strémende Blut 
des groBen Kreislaufes gelangen. Er glaubt, daB mehrfache 
Injektionen — eine ,chronische* Vitalfarbung — die Mutter- 
zellen der Histiocyten zur Bildung neuer Histiocyten anregt. 
Er hat beobachtet, wie z. B. die Sternzellen, wenn sie stark 
mit Carmin beladen worden sind, hypertrophieren, mit ihrem 
Leib Capillaren verlegen, da8 riesenzellartige Gebilde aus ihnen 
entstehen und auch Zellteilung einsetzt. Auch weist Kiyono 
darauf hin, da8 durch die Carminfairbung Histiocyten in den 
Kreislauf gelangen, die Lungencapillaren geradezu verstopfen 
kénnen, was normalerweise nicht stattfindet. 

Fir das Lithiumcarmin kann ich Kiyonos Beobachtungen 
in dieser Richtung voll und ganz bestatigen und durch die 
Versuche mit anderen Farbstoffen erweitern. 
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Trypanblau. 

1912 hatte ich fiir Trypanblau schon angedeutet, dai es 
anregend auf die Vermehrung der vitalfairbbaren Zellen wirkt, 
da8 erst unter seinem Einflu8 vitalfarbbare Zellen im freien 
Blutstrom auftreten. Weitere Versuche haben meine damalige 
Ansicht_ bestatigt. 


b) Bei Farbstoffen mit kurzem Firbungsintervall. 


Wenn wir wieder das Trypanblau als Ausgangspunkt wablen, 
so sehen wir, daB auf dem Wege, auf dem wir zu den Farb- 
stoffen gelangen, die den K6rper nur rasch durcheilen und 
nicht abgelagert werden, die Anregung zur Neubildung von 
Histiocyten eine immer geringere wird, um schlieBlich ganz zu 
erléschen. 


¢) Bei Farbstoffen mit langem Firbungsintervall. 

Umgekehrt wird die Reizung zur Neubildung histiocytarer 
Zellen eine um so intensivere, je mehr der Farbstoff zur Ab- 
lagerung in den Zellen neigt. 

Lithiumcarmin fihrt schneller und in geringeren Dosen 
zur Histiocytenvermehrung als Trypanblau. Diaminschwarz BH 
und andere, noch langsamer allgemein farbende Disazofarbstoffe 
regen die Histiocytenneubildung ahnlich oder noch stirker als 
Lithiumcarmin an. Sehr ausgesprochen wird die Neubildung 
von Histiocyten bei Anyendung solcher Farbstoffe, die nur in 
der naiheren Umgebung des Injektionsortes und an diesem 
selbst vitalfarben, Ich habe bereits oben darauf hingewiesen, 
daB das Netz zu einem dicken gallertigen Klumpen anschwellen 
kann, der im wesentlichen aus vitalgefairbten Histiocyten be- 
steht. Ungeheure Massen solcher gefarbten Histiocyten finden 
sich im freien Exsudat, das hier oft schleimige Konsistenz zeigt, 
und in gallertigen Klumpen und Flecken, die der Bauchwand 
und der Oberfliche der Bauchorgane aufliegen. Das Optimum 
dieser Anregung zur Neubildung von Histiocyten zeigen wohl 
die kolloiden Metalle. 


ad) Der Einflu6 der Injektionsart auf die Zellreaktion. 


Auch diese Reizung zur Histiocytenbildung steht in ge- 
wisser Parallele zur Injektionsart. Wahrend bei Trypanblau, 
Lithiumcarmin und anderen allgemein vitalfirbenden Vital- 
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farbstoffen alle Zellen, die zur Histiocytenbildung befahigt sind, 
neue Histiocyten produzieren, geschieht dies bei den mehr oder 
weniger lokal vitalfairbenden Substanzen im wesentlichen nur 
bei den Zellen, die mit der injizierten Lésung in direkte Be- 
ruhrung kommen und Speicherung zeigen. Die Lokalreaktion 
im Bauchraum habe ich bereits geschildert. Bei intravendser 
Injektion ist die ,,.Lokalreaktion“ eine solche der Endothelien 
der BlutgefaBe und blutbildenden Organe. Subcutane Injektion 
fiihrt zur Neubildung der Histiocyten aus den am Orte vor- 
handenen Zellen, die Histiocyten bilden kénnen. Ebenso ge- 
staltet sich die Lokalreaktion bei intramuskularer Reaktion. 

Wir sehen also auch hier wieder eine weitgehende Pa- 
rallelitat zwischen dem Zeitintervall, waihrend dem der Farb- 
stoff im K6rper weilt, und der Zellreaktion des Organismus, 
die uns auch beim Vorgang der Farbstoffspeicherung ent- 
gegentrat. : 


10. Farbungsintervall und gefarbte Zellart. 


Endlich sei noch darauf hingewiesen, daf das Verbreitungs- 
bereich der Vitalfarbung wachst mit der zunehmenden Ge- 
schwindigkeit, mit der ein Farbstoff den tierischen Organismus 
passiert. Wir lernten Farbstoffe kennen, die streng lokale, 
andere, die auch in der naiheren Umgebung des Injektionsortes 
Vitalfarbung gaben. Lithiumcarmin farbt allgemein schén vital 
und ist dem Trypanblau sehr ahnlich. Das Verbreitungsbereich 
des Trypanblaus ist aber noch gréBer, denn es stellt auch 
Zellgebilde dar, wie im Epithelkérper, der Hypophyse und 
anderen Organen, die Lithiumcarmin nicht hervorhebt. Eine 
Reihe von Farbstoffen, die schneller als Trypanblau durch den 
K6rper eilt, zeigt neben der Farbstoffspeicherung in den auch 
vom Lithiumcarmin hervorgehobenen Zellen Farbungen in 
solchen Organzellen, die weder vom Lithiumcarmin noch vom 
Trypanblau dargestellt werden. Wieder andere Farbstoffe, die 
kaum noch Speicherung in den bekannten Trypanblauzellen 
geben, vermégen sich noch weiter zu verbreiten. 

Besonders betont sei immer wieder, da bei der sehr 
groBen Zahl] der von mir und meinen Mitarbeitern untersuchten 
Farbstoffe ein durchaus kontinuierlicher Ubergang im biologi- 
schen Verhalten von Farbstoff zu Farbstoff festzustellen war. 
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VY. Physiko-chemische und biologische Eigenschaften 
der Saurefarbstoffe. 


Die hier geschilderten biologischen Eigenschaften der Farb- 
stoffe lassen eine Beziehung zwischen chemischer Konstitution 
und Vitalfarbungsvermégen nicht erkennen. Kapitel III 2b 
gab ich bereits eine Zusammenstellung einer Reihe von Farb- 
stoffen, die beweist, daB ein direkter Zusammenhang zwischen 
chemischer Konstitution (Chemoceptoren!) und Vitalfarbungs- 
vermégen nicht besteht. Noch weniger vermag eine rein auf 
chemischer Grundlage aufgebaute Theorie zu erkliren, weshalb 
gleiche Farbstoffe in verschiedenem Lésungszustande sich bio- 
logisch verschieden verhalten, weshalb der Injektionsmodus von 
EinfluB auf die Verbreitung der Vitalfirbung ist. Hinfallig 
mu8 auch der mégliche Einwand sein, da8 ein bestimmter 
Lésungszustand der Farbstoffe nétig sei, um den Chemoceptoren 
die Moglichkeit zu geben, zu den Zellen zu gelangen, wo sie 
mit passenden Receptoren reagieren kénnen. Beweisend hier- 
fiir ist, daB sich auch in den einzelnen Reihen biologisch ~ 
gleichwertiger Farbstoffe alle méglichen heterogenen ,,Chemo- 
ceptoren“ finden. 


1. Physiko-chemische Untersuchungsmethodik. 

Im Kapitel III 2c wies ich bereits darauf hin, da8 phy- 
sikalische Eigenschaften der Farbstofflosungen wohl maBgebend 
fiir ihr biologisches Verhalten seien. Es war also notwendig, 
in derselben vergleichenden Weise, wie sie bei der biologischen 
Untersuchung der Farbstoffe angewendet wurde, das physi- 
kalische Verhalten zu untersuchen. 


a) Osmotischer Druck. 

Die Bestimmung des osmotischen Druckes ist nicht aus- 
fihbrbar. Fast alle untersuchten Farbstoffe sind Handels- 
produkte, die neben Verunreinigungen mit sehr geringen Mengen 
organischer Koérper stets mehr oder weniger groBe Mengen an 
Elektrolyten (Kochsalz, Natriumsulfat, Natriumcarbonat u. a. m.) 
enthalten. Wenn wir uns vergegenwartigen, daB mancher Farb- 
stoff bis zu 46°/, solcher Salze enthielt, so zeigt das, daB von 
einer Messung des osmotischen Druckes gar keine vergleich- 
baren Resultate zu erwarten waren. Eine Reinigung der Farb- 
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stoffe ist nicht nur meist unméglich, sondern fiir den vor- 
liegenden Zweck auch unerwiinscht, 

Hunderte von Farbstoffen zu reinigen hatte jahrelange 
Arbeit erfordert, ohne zum Ziel zu fihren. Selbst durch 
Dialyse ist dies nicht méglich, da stets kleine Elektrolytmengen 
zihe von den Farbstoffmolekiilen festgehalten werden. Die 
Dialyse aber fiihrt dabei noch zu weitgehender Anderung des 
Loésungszustandes der Farbstoffe. Hier aber interessiert auch 
nicht die Feststellung von Konstanten der reinen Farbstoffe, 
sondern von Vergleichswerten der bereits im Tierversuch ver- 
wendeten Handelsfarbstoffe. 


b) Siedepunktserhéhung und Gefrierpunktserniedrigung. 


Fur die Bestimmung der Siedepunktserhéhung bzw. Gefrier- 
punktserniedrigung gelten diese Einwainde ebenso wie fiir die 
Leitfahigkeitsmessung in noch weit hdéherem MaBe. Hinzu 
kommt noch, daB bei allen 4 Methoden die erhaltenen Werte 
fiir reine Farbstoffe meist nur geringe Verschiedenheiten gezeigt 
hatten. 

¢) Oberfliichenspannung. 


Die stalagmometrische Messung der Oberflichenspannung 
mit dem J. Traubeschen') Apparat hatte zwar fiir die Lésung 
der Handelsfarbstoffe genaue Werte ergeben, erscheint aber 
hier unzweckmaBig, da die Elektrolyte von gréBerem Einflu8 
auf diese physikalisch-chemische Messung gewesen wiren, als 
er uns im Tierversuch entgegentritt, wo infolge der sehr viel 
rascheren Resorption der Elektrolyte als der Farbstoffe der 
Elektrolyteinflu8 bald abgeschwacht wird. 


d) Capillarer Aufstieg. 


Gegen die Messung des capillaren Aufstieges in Stoff- oder 
Papierstreifen nach der Methode von Goppelsréder’*) erheben 
sich hier die gleichen Einwande, die der Brauchbarkeit dieser 
Methode auch sonst entgegenstehen’). 


1) J. Traube, diese Zeitschr. 42, 500, 1912. 

*) Goppelsréder, Koll.-Zeitschr. 4, 5, 6, 1909/10. — Derselbe, 
Capillaranalyse. Basel 1906. Dresden 1910. 

®) Pelet-Jolivet, Theorie des Farbeprozesses, Dresden 1910, 
S. 120ff. — Zsigmondy, Kolloidchemie, Leipzig 1912, S. 227 ff. 
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e) Elektrolytfallung. 
Auch die Untersuchung der Elektrolytflockung lieB keine 


brauchbaren Ergebnisse erwarten, da hier ebenfalls der Elek- 
trolytgehalt der Farbstoffe von groBem EinfluB auf die Re- 
sultate sein mute. Der Versuch bestiatigte diese Erwartung 
durchaus. 


Tabelle II. 


Verhalten der Farbstofflésungen gegeniiber Elektrolytzusatz. 





Kubikeontimeter KCl-Lécung Verhalten bei intravenéser 
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Versuchsanordnung: 1 ccm 0,5°/,ige Farbstofflésung (bzw. gesattigte 


filtrierte Lésung, wenn Farbstoff zu 0,5°/, nicht vollstandig léslich war). 
Versetzt mit 5 ccm Aqua dest. und 0,5 bis 3,0 com kalt gesittigter 
KCl-Lésung. 


— = keine Flockung nach 24 Stunden. 
T = Triibung. 
+ = beginnende Flockung, Flissigkeit noch tief gefarbt. 
++ = ~ “ * » schwach » 
+++ = vollstandige . - nahezu oder ganz farblos. 
Unter der letzten Rubrik ist: 
+ = bei intravenéser Injektion vertragen. 
E= » . ” stirbt das Tier unter den Er- 
scheinungen der Embolie. 
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In der Tabelle II ist das Verhalten der Farbstofflésungen 
zu Elektrolytlosungen dargestellt; daneben finden sich Angaben 
tiber das Verhalten bei intravenéser Injektion beim Kaninchen. 
Die Resultate gehen nicht parallel. So gibt beispielsweise 
Farbstoff 441 mit Chlorkaliumlésung in den angefiihrten Kon- 
zentrationen keine Fallung, erzeugt aber intravends Embolie, 
wahrend die elektrolytempfindlichen Farbstoffe Nr. 444 und 172 
(Vitalneurot!) bei intravendéser Injektion glatt vertragen werden 


Tabelle III. 
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und schéne allgemeine Vitalfairbung geben. Ahnliche — oft noch 
schirfere — Unterschiede ergeben sich beim Vergleich der 
Elektrolytflockung und dem biologischen Verhalten der Farb- 
stoffe bei intraperitonealer Injektion: 

Nr. 436 farbt lokal vital, zeigt aber nach vielen In- 
jektionen keine Allgemeinfarbung. Nr. 437 farbt lokal vital, 
gibt aber nach sehr vielen Injektionen eine sehr schwache all- 
gemeine Farbung. Nr. 438 verhalt sich wie 436. Hingegen 
sind Nr. 439 und 440 allgemeine Vitalfarbstoffe. Nr. 441 farbt 
nur lokal vital und ist giftig, Nr. 442 farbt ebenso wie 436. 
Nr. 443 gibt nur lokale Vitalfarbung. Er ist in Wasser fast 
unléslich. Allgemeine Vitalfarbung geben wieder Nr. 444 und 
445, wahrend sich Nr. 446 wie 437 verhialt, jedoch endlich zu 
etwas intensiverer Allgemeinfarbung als dieser Farbstoff fiihrt. 
Endlich liefern Farbstoff 168 und 172 in kurzer Zeit eine 
prachtvolle allgemeine Vitalfarbung. Sie werden ziemlich schnell 
wieder abgeschieden. 

GesetzmaBigkeiten zeigen sich weder zwischen biologischem 
Verhalten und Elektrolytflockung noch chemischer Konstitution. 


f) Diffusionsgeschwindigkeit. 

Brauchbare Resultate aber versprach die Bestimmung der 
Diffusionsfahigkeit bzw. Diffusionsgeschwindigkeit der Farbstoffe. 
Aber auch hier war eine besondere Auswahl unter den még- 
lichen Methoden notwendig. 


«) Pergamenthiilsen. 


Die Diffusionsfahigkeit laBt sich zwar durch Anwendung 
von Pergamentschliuchen oder Kollodiummembranen im Dia- 
lysierversuch priifen, doch bewahrte sich die Methode nicht. 
Ganz gleichmaBige Pergamenthiilsen sind kaum zu erhalten, 
wie ja auch v. Méllendorff neuerdings bei seinen Versuchen 
erfuhr. Die Adsorption der Farbstoffe an die verwendete 
Scheidewand ist haufig sehr erheblich und stért die Resultate. 
Die Beobachtung ist schwierig und namentlich in quantitativer 
Hinsicht nicht frei von subjektiver Betrachtung. Der An- 
wendung des Colorimeters stehen vielerlei Bedenken entgegen. 
Vergleiche zwischen verschiedenfarbigen Lésungen sind wohl 
nur mit dem Spektralphotometer méglich. Eine Kontrollreihe 


nach dieser Methode (Dialvse durch Pergamenthiilsen) wurde 
4* 
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in der Harnstoffarbstoffreihe ausgefiihrt und wird dort dis- 


kutiert werden. 
6) Freie Diffusion. 


Die Messung der freien Diffusion in Wasser ist von auBeren 
Einfliissen weitgehend abhangig und liefert Ergebnisse, die fiir 
die einzelnen Farbstoffe zu nahe beieinander liegen (vgl. spater). 


y) Gelatinegel. 


Brauchbare Resultate lieferte endlich die Messung der 
Diffusionsgeschwindigkeit in einem 2°/,igen Gelatinegel, deren 
wir uns auf den Rat von Herrn Geheimrat Schenck bedienten. 
Die Bestimmungen wurden von Herrn Dr. Felix Wilborn 
ausgefiihrt, der vor Ausfiihrung seiner Versuche nichts von 
dem biologischen Verhalten der einzelnen Farbstoffe wuBte. 
Die iiberraschende Ubereinstimmung, die sich hierauf zwischen 
biologischem und physikalischem Versuch ergab, ist um so 
héher zu bewerten, als daher die Versuche frei von subjek- 
iver Betrachtung sind. 


2. Diffusionsgeschwindigkeit und Vitalfarbungsvermégen. 


Ich teile im folgenden einige Reihen der von Herrn 


Dr. Wilborn ausgefiihrten physikalischen Versuche mit und 
kniipfe an dieselben zugleich die Betrachtungen iiber Diffusions- 
geschwindigkeit und Vitalfarbungsvermégen. 


a) Technik der physikalischen Versuche. 

Zur Technik der Versuche sei noch bemerkt, daB die Farb- 
stoffe zur gleichen Zeit in gleicher Konzentration (bezogen auf 
den Handelsfarbstoff bzw. reinere Farbstoffe, genau wie sie im 
Tierversuch verwendet worden waren) in Wasser gelést wurden. 
Gleiche Volumina dieser Farbstofflésungen wurden entsprechen- 
den — unter sich gleichen — Volumina von Gelatinelésung 
zugesetzt. Gleiche Volumina der so gefarbten Gelatinelésungen 
wurden in Reagensgliser gefiillt, zum Erstarren gebracht und 
mit gleichen Volumina ungefarbter Gelatinelésung iiberschichtet. 
Die aufgeschichtete Gelatinelésung hatte die gleiche Konzen- 
tration wie die gefarbte Gelatinelésung nach ihrer Mischung 
mit der Farbstofflésung. Nach dem Erstarren wurde eine 
Millimeterskala angeklebt und nun taglich der Stand der Farb- 
stofigrenze abgelesen. 
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Tabelle 

Try panblau- 
Diffusion in 2°/,igem 
begonnen am 
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Verwendet wurden frische 0,1°/,ige Lésungen; lésten sich die Farb- 
stoffe nicht vollstindig auf, so wurde die 0,1°/,ige Suspension benutzt. 

Aus Nr. 268 diffundiert ein violetter Farbstoff schnell heraus, wah- 
rend der urspriingliche Farbstoff die oben angegebene Diffusionsgeschwin- 
digkeit zeigt. 

Aus Nr. 303 diffundiert sehr rasch ein gelber Farbstoff heraus (in 
5 Tagen 20 mm), wahrend der urspriingliche Farbstoff die oben an- 
gegebene Diffusionsgeschwindigkeit zeigt. 

Jede Versuchsreihe ist gleichzeitig angesetzt und fiir jeden 
Farbstoff in der Reihe dieselbe Gelatinelésung verwendet. Die 
Vorgeschichte der Reagenzien ist also innerhalb einer Reihe 
fiir jeden einzelnen Versuch genau identisch. Auch wahrend 
der ganzen Zeit der Messungen befand sich jede Reihe unter 
genau denselben auBeren Bedingungen. Innerhalb einer Reihe 
sind die Ergebnisse also vergleichbar. Vergleiche mehrerer 
Reihen untereinander sind nur mit geringer Sicherheit mdéglich. 

ZweckmaBig ist es, steril zu arbeiten, um nicht durch 
Pilzvegetationen gestért zu werden. 

Die Fehlergrenze liegt meist innerhalb eines halben Milli- 
meters, kann aber gréBer werden, wenn die Farbstoffgrenze 
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reihe. 


Gelatinegel 
17. XI. 1912. 
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diffus wird. Dies ist stets besonders bemerkt. Kathetometrische 
Ablesung war nicht méglich, da die Grenzen nie ganz scharfe 
waren. Um einen besseren Uberblick iiber den Ablauf der 
Versuche zu erhalten, sind die Werte in ein Koordinatensystem 
eingezeichnet worden unter Eintragung der Millimeter auf der 
Horizontalen, der Tage auf der Vertikalen. Da die Zahlen nur 
Naherungswerte innerhalb -+ 0,5 mm darstellen, wurde von der 
Darstellung in Kurven Abstand genommen und nur die ent- 
sprechenden Punkte durch gerade Linien verbunden. Dies 
erklart das etwas absonderliche Aussehen der ,,Kurven“, wie 
ich im folgenden trotzdem kurz von dieser Art der graphischen 
Darstellung sprechen will. 

Besondere Einzelheiten sind jeweils in den Tabellen an- 


gegeben. 
Tabelle V. 
NH, 0H OH NH, 


\N=————N< he ; SN Ny 
NaQ,S. \ $0,Nea GH, ~—-H,C_—Na,8._._/S0,Na 
Nr. 103 (M). 
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NH, OH | OH NH, 
(VY \na=NXC«wNN== NY 
Na0,S. \ )g0,Na Na0,S. _/80,Na 
Nr. 102 (M). 
NH, OH o OH NH, 
/ ON aie ‘ : SC J aS Sead N \ ) / a 


Na0,S ae SO,Na dou, HCO Na0,S. r /80,Na 
Nr. 104 (M). 





NH, 0H OH 
\ pe, f . on 
(Yn XK C#(N= == NY” NE, 
| \ S \ y 
Na0,8\ /A_/80,Ne NaO,S. 
\ S Vv 


Nr. 13. Diaminschwarz BH (C). 





OH La ee OH 
H,N/ \Y N= ——=N¢ a nd Y ‘NA, 
me /80,Na Na0,S\ 
Nr. 485. Oxaminschwarz 2R techn. rein (B). 
OH ras OH 
H,N/ i Want X(N =n SN, 
} \ -— —_ a | 
\ A 80,Na  80,Na Na0,S. 
Nr. 150 (M). 
OH af OH 





BY WNC OX Nn)” NE, 
| ie det ie: | 
Se L /80,Na na0,s $0,Na Na0,8\ A 











Nr. 227 (M). 
OH OH 
/\ sania nares A 
Bw N =n Sen, 
Na0,8. )S0,Na cH, H, Na0,8. L _S0,Na 
Nr. 224 (M). 
OH 
ie NS F iy VA ss a ae \ 
H,N/ gunmenman See »OH 


Na0,S hy. )80,Na 


Nr. 501 (By). 
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OH iat OH 
(Y's nt ONY 


BN \ 80, Na NaO,S. ff N /NH, 
Nr. 486. Oxaminviolett techn. rein (B). 





OH OH pacer, de lky NH, NH, 

a” ine a Pia —— ge oN, 

et ae | 
Na0,s \ 80,Na GH, HC 


Nr. 154 (M). Ne0,8 


C 
NH, OH dl OH NH, 
pool »N —— N< S< -N——N/ . 











| . i, Sie Se | | 


Na0,8\_} ‘> )$0.Na Gu, Na0,S. ) /S0,Ne 
Nr. 268. Diaminbetaschwarz B pat. (C). . 


NH, OH OH NH, 
a aa A . 
/\7 \N=————N¢ < oo -—N’/ Y 
ee. dcH, H,CO oe. 
Na0,S ~ $0,Na 
Nr. 138. Chicagoblau B (A); ef. Nr. 338. 








NH, OH OH NH, 
es iciettiaens vs F ra f —_—— 4 ‘ 
) eee GD eee 
Na0,8_ d 0, Na NaO,8 $0,Na Na0,S | _80,Na 
Nr. 225 (M). 


NH, OH | OH NH, 
Cian < ‘SN N’ _ 





| 4 . / 
LA \ /S0,Na Na, § SO,Na Na,S\ L/ 
eas Nr. 226 (M). SO,Na 
OH OH sats OH OH 
ra Ye ne NY ae DN ———=N/ 4 . 
\ y '$0,Na bu, H é Na0,S /S0,Na 
Nr. 106 (M). 


OH OH aa OH OH 
ae oa xX Sey 


Neen 


Na0,8\ ; 











Na0,S \ /S0,Na Nr. 105 (M) NaO,S. . /SO,Na 














saapereite 
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OH OH 
rene N ee 
H,N SO,Na SO,Na NaO,S NH, 
Nr. 151 (M) 
OH OH 
N —N N-———N 
H,N /3O,Na —-NaO,S8 80,Na Nad,8 NH, 
Nr. 228 (M). 
NH, OH OH NH, 
i————-38 i——-——5 
CH, H,C 
me Nr. 139. Chicagoblau R (A). 50,Ne 
NH, OH OH NH, 
N————_N ¥———¥ 
OCH, H,0O 
NaO,S SO,Na 
Nr. 338. Chicagoblau B (A) fast salzfrei; cf. Nr. 138 
NH, OH OH NH, 
a N———N/ \Y ‘SO,Na 
OCH, H,CO 
Me0,S Nr. 108 (M). S0,Ne 
OH 
i———_ 8 OH 
NaO,S SO,Na CH, CH 
NH, Nr. 502 (By 
OH NH, NH, OH 
Y V5 N——N 
NaO,S SO,Na 
SO,Na NaO,S 
Nr. 152 (M). 
OH NH, Sa NH, OH 
\Y \N===N¢ x ee, if 
woul A CH, CH, SO,Na 
SO,Na NaO,8 


Nr. 153 (M). 
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OH OH OH OH 
= N N 
Na,S SO.Ne OCH, ~=H,CO —Na,S SO,Na 
Nr. 107. Dianilblau G (M). 
OH OH 
ne N =N 
CH, H,C 
SO,Na NaO,8 
Nr.4. Azoblau (By). 
OH OH 
/\N N ——— 
OCH, 4H,CO 
SO,Na Nr.115 SO,Na 
CH, H CH, 
N——=N¢ c N==—=N 
OH | HO 
CH, H.C 
NaQ,5S SO,Na NaO,S SO,Na 
Nr. 252. Baumwollponceau (BK 
H 
N——WN ——C — N——F 
OH HO’ 
NaQ,8. 4 JO,Na NaO,S ‘SO,Na 
Ww 
Nr. 303. Zinnoberscharlach G (BK 
CH, H CH, 
N = ——— N - — Cc < N- —— N 
f OH ag HO 
H¢) 860rdRTSst«é«G, 
NaO,S SO,Na NaO,S SO,Na 
Nr. 304. Zinnoberscharlach RF (BK 
NaQ,S OH OH SO,Na 
\N==N eee 
\ 
NaO,S SO,Na Nr. 414 S NaOQ,S. - SO, Na 
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Tabelle VI. 





Nach 8 Tagen Nach 13 Tagen 
Farbstoff Nr. Farbstoff Nr. 








Klasse 








(13). 485. 486. 268%, 138. 838. 4 | (18). 485. 486. 138. 338. 4 
154. 268%, 106. 139. 152. 115. 303 | 154. 2681-2. 139, 152. 115 
228. 108. 107. 304 106. 304 

108. 150, 151. 158 | 108. 153. 107 

227. 105. 252 

224 | 150. 227. 105 

104. 226 108. 224 


102 | 
| 104. 226 
| 

225 

502. 








— et 
woK OO WDNAO SR WKD = 


b) Trypanblaurethe. 
Trypanblaureihe. 


Zur Zeichnung der ,,.Kurven“ wurden nur die ersten 8 An- 
fangswerte beriicksichtigt, da spater durch Verwischung der 
Farbstofigrenze bei einigen Farbstoffen die Ablesungsfehler zu 
groB werden. 

Um einen klaren Uberblick zum Vergleich mit dem bio- 
logischen Verhalten zu erhalten, sind in Tabelle VI die Farb- 
stoffe in Klassen nach ihrer Diffusionsgeschwindigkeit geordnet, 
und zwar fur eine Versuchsdauer von 8 Tagen und von 
13 Tagen. In diese letzte Reihe sind nur die Farbstoffe auf- 
genommen, die noch scharfe Grenzen zeigten. 

Unter den Farbstoffen der ersten Klasse, die keine Dif- 
fusionsgeschwindigkeit zeigen, befindet sich nur der Farbstoff 
Nr. 13, der — langsam zwar — zu allgemeiner Vitalfarbung 
fiihrt. Hier liegen aber besondere Verhaltnisse vor. Das ver- 
wendete Farbstoffmuster stammt aus dem Jahr der Erfindung 
des Farbstoffes und enthalt ganz unverhaltnismaBig hohere 
Mengen von anorganischen Salzen als die sonst verwendeten 
Farbstoffe. Dieser hohe Elektrolytgehalt stért den Diffusions- 
versuch, waihrend im Tierversuch infolge der raschen Resorption 
der Elektrolyte eine reinere Farbstoffwirkung zum Ausdruck 
kommt. Eine Kontrolle mit einem reineren Muster war nicht 
mehr mdglich, da der Krieg die Arbeit unterbrach. Sonst 
zeigen: 





Vitale Farbung mit sauren Farbstoffen. 61 


Klasse 1. Farbstoff Nr. 485. Lokale Vitalfirbung, nach sehr 
vielen Injektionen schwachste 
Allgemeinfarbung’). 

Nur lokale V. 

*. Lokale V., auch V. in der naheren 
Umgebung des Injektionsortes. 
Nach mehreren  Injektionen 
schwache A. 

Nur lokale V. 

Nur lokale V. 

Nur lokale V. 

Lokale V. auch in Umgebung. 
Nach mehreren  Injektionen 
schwache A. 

ef. Klasse 1. 

Langsame A. 

Nur lokale V. 

Lokale V. auch in Umgebung, 
endlich schwache A. 

Lokale V., allgemein sehr schwach, 
nur Niere starker vitalgefarbt. 
Giftig. Langsame A. 

Gute A. 

Giftig. Gute A. 

Giftig. Gute A. 

Giftig. MaBige A. 

Trypanblau. Sehr gute A. 
Sehr gute A. wie 103. 

Sehr gute A. wie 103. 

MaBige A. 

Rasche, sehr gute A. 

Sehr gute A. wie 103. 

Sehr gute A. wie 103. 

Rasche, sehr gute A. 

Giftig. Rasche, sehr gute A. 
Sehr rasche, gute A. 





?) Weiterhin bedeutet V = Vitalfirbung, A — allgemeine Vital- 
farbung. 
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Klasse 8. Farbstoff Nr. 
rs. 


102. 
225. 


Giftig. Rasche, gute A. 
AuBerst rasche A., ebenso auBerst 
schnelle Entfairbung. 
In wenigen Stunden ist das 
Maximum der allgemeinen Vital- 
farbung erreicht. Es findet sich 
neben diffuser Durchtrankung 
der Zellen nur geringe Speiche- 
rung in den Zellen. Nach 
24 Stunden véllig entfarbt. 
Farbt fast noch schneller wie 
Nr.414 allgemein und wird eben- 
so rasch wieder abgeschieden, 
ohne dag Speicherung in den 
Zellen zu sehen wire. 
Farbstoff Nr. 501 kann nicht zur Beurteilung herangezogen 
werden, da er aus einem Gemisch eines rotvioletten asymmetri- 
schen und eines blauvioletten, wohl symmetrischen Farbstoffes 
besteht. Der rotviolette Farbstoff verhalt sich biologisch wie 
Nr. 502, der blauviolette wird gespeichert. Aus dem physi- 
kalischen Versuchsprotokoll ist nicht ersichtlich, von welchem 
Gemengteil die Diffusionsgeschwindigkeit gemessen wurde. 


” ” ” 


12. 414. 


” 





Tabelle 
Benzopurpurinreihe 


Diffusion in 2°/, Gelatinelésung, 








54 | 287 | 924) 52 | 201 
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1) Bei 92 diffundiert eine hellere Zone als die unterste Lésung. Die eigent- 
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Von den in dieser Reihe enthaltenen 32 Farbstoffen 
scheiden Nr. 13 und 501 wegen der oben genannten besonderen 
Verhaltnisse aus der Betrachtung aus. Bei den _ iibrigen 
30 Farbstoffen findet sich weitestgehende Parallelitat zwischen 
der Diffusionsgeschwindigkeit und dem Vitalfarbungsvermégen 
der Farbstoffe. 

Ist die Diffusionsgeschwindigkeit Null oder sehr klein, so 
farbt der Farbstoff nur lokal oder auch in der naheren Um- 
gebung des Injektionsortes vital. Mit wachsender Diffusions- 
geschwindigkeit gewinnt der Farbstoff immer mehr das Ver- 
mégen, allgemein vitalzufirben. Wird die Diffusionsgeschwin- 
digkeit noch gréBer, so tritt die allgemeine Vitalfarbung rascher 
ein, um auch rascher wieder zu verschwinden. Bei sehr hoher 
Diffusionsgeschwindigkeit spielt sich der Farbungs-Entfarbungs- 
Vorgang sehr rasch ab, wobei es nur zu geringer oder auch 
gar keiner Farbstofispeicherung mehr kommt. 

Dabei ist noch zu beriicksichtigen, daB die einzelnen Klassen 
nur Unterschiede in der Diffusionsgeschwindigkeit von */, mm 
zeigen. Die Fehlergrenze liegt aber bei + *'/, mm, so daf es 
nicht zu verwundern ist, wenn ein Farbstoff in einer Klasse 


ein Vitalfarbungsvermégen zeigt, daB der nachst hdheren oder 
niedrigeren Klasse entspricht. Denkt man noch daran, dab 


VII. 
[frische Farbstofflosungen]. 


begonnen am 10. Dezember 1912. 
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auch der Elektrolytgehalt der einzelnen Farbstoffe ein ver- 
schiedener ist, was im physikalischen Versuch weit mehr zum 
Ausdruck kommt als im Tierversuch, so ist das iibereinstimmende 
Verhalten der Farbstoffe beziiglich Diffusionsgeschwindigkeit und 
Vitalfarbungsvermogen ein vorziigliches. Es wiirde noch klarer 
werden, wenn die Bestimmung der Diffusionsgeschwindigkeit 
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big. a. 


linger fortgesetzt werden kénnte, da dann die Differenzen 
zwischen den einzelnen Farbstoffen gréBere wiirden. Ein Ver- 
gleich der Klasseneinteilung der Farbstoffe nach der Diffusions- 
héhe nach 13 Tagen, die bei einigen Farbstoffen bestimmt 
werden konnte, mit dem Vitalfairbungsvermégen lehrt dies (cf. 
die Tabellen). 


Tabelle VIII. 


SO,Na NaO,S 
Nr. 54. Baumwollrot 4 B (Gr. E.). 
» 287. Dianilrot extra stark (M). 
» 92. Kongo (A). 
Biochemische Zeitschrift Band 80. 
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CH, H,C 
SO,Na NaO,8 
Nr. 52. Benzopurpurin 4 B (Gr. E.). 
Benzopurpurin 4 B (Griibler). 
Dianilrot 4B konz. (M). 


Isom. 3 (M). 


OCH, H,CO 


NaO,S 


Benzopurpurin 10 B (Gr. E.). 
Benzopurpurin 10 B (Griibler). 
Dianilrot 10 B konz. (M). 


CH, H,C ss 
SO,Na 
Isom. 4 (M). 

Benzopurpurin 6 B (Griibler). 


NH, 


ag OCH, HsCO 
NaQ,8 SO,Na 
Nr. 213. Diazurin B (By) ef. Schultz V. Nr. 406. 


Nass. SN: -N 
NH, CH, H,C H,N 
| $0,Na 


Nr. 200. Benzopurpurin B (Griibler). 
Nr. 444. Isom. 9 (M). 


nd. | ‘SN 


CH, H,C H,N 
Na0,S. | NaO,S 
Brillantkongo R (A). 
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NH, H,N 


Na,$ SO,Na 
Nr. 86. Brillantkongo G (A). 


N CH HC N 


NH, Na0,S SO,Na H,N 


Nr. 206. Hessisch Purpur N (Griibler). 
N CH HC: N 


NaO,8 SO,Na 


Hessisch Bordeaux (Griibler) 


pos ene — 


NH, Na0,S SO,Na H,N 


Nr. 207. Hessisch Brillant Purpur (Griibler). 


N N N N 


NH, SO,Na H,N 


SO,Na NaOQ,S 
Nr. 183. Trypanrot (Gribler) 
N N 


NH, CH H,C H.N 


Nr. 204. Diaminrot B (Gribler). 
N N N 
NH, CH, H,C HN; 


3 


Nr. 205. Diaminrot 3 B (Griibler). 
Nr. 445. Isom. 10 (M). 
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Nr. 322. Rosazurin B (By). 


Cine = 


30, Na H,N/ ‘SO,Na 
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Nr. 229. (M Nr. 2609.) 
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ead l Me 
SO,Na Na0,S HN’ 


Nr. 230. (M Nr. 2610.) 

iin, © acer SES 
o™ a er 
H,C 


f* 

4 
- -NC 

‘% 


| 
CH, 


4 \Y 


H,N 


Nr. 440. Isom. 5 (M). 
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Nr. 441. Isom. 6 (M). 
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Nr. 442. Isom. 7 (M). 
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Na0,8. 
Nr. 273. Toluylenrot (Gr. E.). 
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Tabelle IX. 


Benzopurpurinreihe [frische Farbstofflosungen]. 





Klasse [ei 


Diffusions- 


Nach 8 Tagen 
Farbstoff Nr. 


keit in mm 


0 
0—1 


1289. 205. 442 
288, 213. 444 

54. 489. 322. 441 
287 (92) 52. 203. 200 
206. 204. 445. 440 
208 


(92. 201. 488. 53. 202 


f 
\ 


{ 


Nach 13 Tagen 
Farbstoff Nr. 


92. 438. 53. 202. 2&9 
205. 442 

444 

288. 213. 322 

(92) 52. 489. 203. 200 
206. 445. 440. 441 
287 


208. 204 
86 

273 

87 


cms 2» OSH = 


229 
230 
207 (183) 








¢) Benzopurpurinreihe. 
Genau den gleichen Verhaltnissen begegnen wir bei den 
Farbstoffen der Benzopurpurinreihe, die wir in der gleichen 
Weise wie die der Trypanblaureihe betrachten wollen. 


«) Frische Lésungen. 

Zunachst wurde (am 10. XII. 1912) die Diffusionsgeschwin- 
digkeit frisch dargestellter Farbstofflisungen in 2° ,igem Ge- 
latinegel untersucht. Tabelle VII bringt wieder die Farbstoffe ge- 
ordnet nach Klassen entsprechend der Diffusionsgeschwindigkeit. 
Ihnen entspricht folgendes biologisches Verhalten der Farbstoffe: 


Farbstoff Nr. 92. Giftig, nur lokale V. 

» 201. Nach 3 Injektionen nur lokale V.; 
nach 7 Injektionen auch in der 
Umgebung der Injektionsstelle V ., 
aber allgemein keine Farbung. 
Nach 4 Injektionen nur lokale V.: 
nach 9 Injektionen V. in Um- 
gebung ausgedehnt, aber keiner- 
lei A. 


Klasse 1. 
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Klasse 1. Farbstoff Nr. 


” 
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53. 
202. 
289. 
205. 


442, 


Nur lokale V. 

Nur lokale V. 

Nur lokale V. 

Selbst nach 10 Injektionen nur 
lokale V. 

Nach 5 Injektionen nur lokale V.; 
nach 11 Injektionen starke V. an 
Injektionsort und Umgebung, all- 
gemein nur unsicher nachweis- 
bare auBerst schwache Firbung. 
Nur lokale V. 

Ausgedehnte lokale V. 

Starke lokale V.; nach 4 Injek- 
tionen auch A. 

Giftig, nur lokale V. 

Nach 9 Injektionen starke lokale 
V., schwache A. 

Nur lokale V. 

Giftig, nur lokale V. 

Lokale V.; nach 6 Injektionen 
A. durch Blaufarbung der Zell- 
granula mit HCl nachweisbar. 
(Cf. Tabelle.) 

Nur lokale V. 

Nur lokale V. 

Kalt bereitete frische Losung gibt 
langsame A.; warm bereitete oder 
alte Losungen geben nur starke 
lokale V. und schwache A. nach 
mehreren Injektionen und langer 
Zeit. 

Nur lokale V. 

Nach 4 Injektionen mittelmaBige 
A. 

Nach 5 Injektionen A. 
Langsame A. 

Starke lokale V., schwache A. 
Langsame gute A. 
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Klasse 6. Farbstotf Nr. 273. Frische kalt bereitete Losungen 
sehr gute A.; alte oder warm 
bereite Lésungen langsame A. 
: 87. Etwasschneller als 86,sehr gute A. 
10. 229. Sehr gute A. 
12. ” 230. Sehr gute A. 
13. 207. Sehr gute A. 
14. 183. Giftig in gréBeren Dosen, aber 
sehr gute A. 

Auch in dieser Reihe von Farbstoffen findet sich eine sehr 
gute Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen des physika- 
lischen und des Tierversuchs. Es ist noch notwendig, darauf 
hinzuweisen, daB sich gerade in dieser Reihe solche Farbstotte 
finden, deren Liésungseigenschaften in hohem Grade von iuBeren 
Einfliissen abhangen. Ich hebe besonders Nr. 200 und 444: 
Benzopurpurin B und Nr. 273 Toluylenrot (vgl. S. 38) hervor. 
Diese Farbstoffe werden durch héheren Elektrolytgehalt sowie 
Konzentration und Vorgeschichte der Lésung stark verindert 
in ihrem Verhalten in waBriger Loésung. Sie neigen auBerdem 
sehr zur Gelbildung. Im Tierversuch gleichen sich bei intra- 
peritonealer Injektion diese Verhiltnisse, wenn auch langsam, 
einigermaBen aus. Im physikalischen Versuch aber zeigt nach 
dem Gelatinezusatz namentlich das sehr empfindliche Benzo- 
purpurin B Neigung zur Agglutination. Daher finden wir die 
Farbstoffe 200, 444 und 440, obwohl sie — wenn auch nur 
miBige — allgemeine Vitalfarbung geben, in den Klassen 2 
und 4. Im iibrigen zeigen die Farbstoffe mit gar keinem oder 
nur geringem Diffusionsvermégen, die den untersten Klassen 
(1—5) angehéren, auch nur lokales und gar kein oder nur ge- 
ringes allgemeines Vitalfarbungsvermégen. Diejenigen Farb- 
stoffe aber, die als wirklich gute allgemeine Vitalfarbstoffe be- 
zeichnet werden kénnen, haben ein durchweg erheblich héheres 
Diffusionsvermégen und ordnen sich alle in die héheren Klassen 
(6, 7, 10—14) ein. Unter ihnen nimmt mit steigender Diffu- 
sionsgeschwindigkeit auch das Vermégen, schneller allgemein 
vital zu fairben, zu. Sehr schnell diffundierende Farbstoffe sind 
in der Reihe dieser 32 Verwandten des Benzopurpurins nicht 
enthalten, So fehlen auch hier die rasch den Kérper durch- 
eilenden Farbstoffe vollstandig. 
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f) Alte Lésungen. 

Ich deutete friiher bereits darauf hin, daB mit zunehmen- 
dem Alter mancher Farbstofflosungen das Vitalfarbungsvermégen 
immer schlechter wird. Ganz besonders ist dies bei den Benzo- 
purpurinfarbstoffen — vor allem unter den an sich schon lang- 
sam vitalfarbenden Farbstoffen der Fall. 


Tabelle X. 


Benzopurpurinreihe. 
Diffusion in 2°, te Gelatinelésung, begonnen am 23. X. 1912. 
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Verwendet wurden 11 Tage alte Lésungen von 0,1°/,igem Farbstoff- 
gehalt. Der Farbstoff hatte sich stets vollkommen gelést. 
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Benzopurpurinreihe [11 Tage alte 


Tabelle XI. 


Farbstofflésungen]. 





Klasse 


Diffusions- 
geschwindig- 
keit in mm 


= 





Nach 8 Tagen 
Farbstoft Nr. 


92. 218. 444 

54. 87. 205 

£439. 200. 204. 445 
1440. 441 

287. 86. 273 

229 

207 

183 


230 





Nach 13 Tagen 
Farbstoff Nr. 


92. 213. 444 


p04. 439. 200. S7. 205 
1445. 440. 441 

287. 86. 20: 

273 
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Verwendet wurden 0,1°/,ige Lésungen (dargestellt am 12. X. 1912); lésten sich die Farb- 
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XI. 





[39 Tage alte Farbstofflésungen|. 


begonnen am 20. November 1912. 
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stoffe nicht vollstindig auf, so wurde die 0,1°/,ige Suspension zum Versuche benutzt. 
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Fig. 13. 


Tabelle XIII. 


Benzopurpurinreihe [39 Tage alte Farbstofilésungen]. 





Diffusions- Nach 8 Tagen Nach 13 Tagen 


Klasse | geschwindig- 4 
keit in mm Farbstoff Nr. Farbstoff Nr. 

438, 208. 489. 213. 200 | 4438. 439. 203. 200 

87. 86. 206. 205. 441 87. 206. 205. 441 
g92. 52. 201. 288. 289. 444 ] (92. 52. 289. 213 
1208.204.445.322.440.442 | 1208. 322. 442 
54. 987. 53. 209 p54. 287.201. 288. 55. 202 

‘atid eile ie 1444. &6. 204. 445. 440 
yr7o 


civ 


273 
207. 229 
207. 229 
230 


185 


183. 230 








Diese Tatsache priigt sich auch ganz scharf im physikali- 
schen Versuch aus. Die Tabellen X bis XIII geben die Diffu- 
sionsgeschwindigkeit der Benzopurpurinfarbstoffe in 11 Tage 
und 39 Tage alter Losung an. 

Die Diffusionsgeschwindigkeit wird mit wachsendem Alter 
geringer und wird bei solchen Farbstoffen, die wir im Tier- 
versuch bereits als besonders labil kennen gelernt hatten, sogar 
zu Null. Im ganzen ist also mit zunehmendem Alter ein Ab - 
wandern in die niedrigeren Klassen zu den Nichtvitalfarbstoffen_ 
verbunden. Es findet sich also auch hier eine véllige Uber 
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einstimmung zwischen den Ergebnissen des physikalischen und 
des Tierversuches. 


y) Agar-Agar-Gel. 


Zur Vollstaindigkeit sei erwihnt, daB auch versucht wurde, 
in einem 0,5°',igen Agar-Agar-Gel die Diffusionsgeschwindigkeit 
der Farbstoffe dieser Reihe zu bestimmen. Die Diffusion ging 
bei den diffusionsfahigen Farbstoffen erheblich rascher als im 
2°/,igen Gelatinegel von statten. Doch wurde die Grenzzone 


meist schon nach einem Tage so undeutlich, da8 nur schatzungs- 
weise Ablesung méglich war. Ich sehe daher von der Mit- 
teilung dieser Versuchsreihe ab. Im groBen und ganzen ergaben 
sich Resultate, die mit dem Gelatineversuche Ubereinstimmung 
zeigten. Der Wert der Versuche ist aber durch die groBe Un- 
genauigkeit ein recht beschrinkter. 


Tabelle XIV. 
Harnstoffarbenreihe. 


Diffusion in 2°,igem Gelatinegel, begonnen am 17. November 1912. 





Dat. | 258! 189/185) 244 | 245 | 188 170%) 171 | 169 | 246 | 2474 
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Verwendet wurden frische 0,1°',ige Farbstofflésungen 


‘) Skala erst am 18. XI. angesetzt. Ablesung also erst am 19. XI 


begonnen. d. =: diffus; und. = undeutlich. 
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Fig. 14. 


Tabelle XV. 


Konstitutionsformel des Farbstoffes: 
NH, 
Y \N===NC(NH-C—-HNGWN===NV 
O | 
ae 
NaO,S 
Nr. 258. Salmroth (B) ‘Sch. J. IV. 206. 


NH, 


SO,Na 


N NH—C—HNX SN 


\ 


SO,Na ” Na0,$ 


NaO,S Nr. 189. Vitalneuorange (By). 


-NC \NH-C-HNC NN: 


' 


S0,Na Oo Na,8 


Nr. 185 (By ). 


NaQ,8 
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q 
fs 
N -N NH—C—HN N N 
N SO,Na 0 NaQ,S N 
CH, H,C“% 
NaQ,8 Nr. 245 (By). SO,Na 
Jf ; 
N N¢  SNH—C—HN N= N 
cs H ee 0 re 
NaQ,S’ N SO,Na NaO,S N SO,Na 
CH, H.C 
Nr. 188. Vitalneurot (By). 
N- N NH—C—HN N N 
/\. H 3 ™ O , . H 
NaO,S N SO,Na NaO,S N SO,Na 
CH, H,C 
CH, H,C 
Nr. 170 (By). 
N N \NH—C—HN \N N 
So  lhloe ) ak eS 
NaQ,$ N SO,Na NaO,S N’ SO, Na 
CH, H,C 
\ C,H, H,C, 
Nr. 171 (By). 
N N NH—C—HN »N N 
Kt | 
H H 
YY \w SO,Na °  Nad,s \n 
CH, H,C’ 
a | eae 
Nal ).S \ C,H, H.C, S( ),Na 
Nr. 169 (By). 
Leer N¢ NH—C—HN SN N 
OH | i OH 
; NH, SO,Na NaO,8 H,N 
NaQ,S mm Nr. 246 (By). SO,Na 
N— N NH—C—HN~@ N N 
OH | H |} OH 
der Ny Ny O ' 
/ \/ \N SO,Na NaO,S N \ 
CH, H.C 
NaQ,S\_/ Nr. 247 (By). \ _/SO,Na 
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Tabelle XVI. 


Harnstoffarbenreihe. 





wes 2-980 | Nach 8 Tagen Nach 13 Tagen 
eschwindig- | 
eit in an | Farbstoff Nr. Farbstoff Nr. 


258. 171 258 
171 
169 


245. 170 169 
170, 
185. 188 245 


| 
iH 
CoOonnwr’ WO — 1} 
| 
| 


189 (244), 246 189. 185. 188 





246 
| 247 








247, 244 


d) Harnstoffarbstroffreihe. 


a) Gelatinegel. 


Eine weitere Reihe von Farbstoffen, die man als Derivate 
des Harnstoffs auffassen kann, zeigt wieder die uns nun schon 
woh] bekannten GesetzmaBigkeiten. Wie friher sind in Ta- 
belle XVI die Farbstoffe in Klassen geordnet, und dementspre- 
chend zeigen: 


Klasse 1. — 

2. — 

3. Farbstoff Nr. 258. Nur am Injektionsort lokale V. 
Giftig, nur lokale V. 
Es tritt zunachst nur lokale V. 
ein, die A. bleibt sehr schwach. 
Sehr gute A. 
Sehr gute A. 
Schnelle sehr gute A. 
Schnelle sehr gute A. 
Schnelle sehr gute A. 
Schnelle sehr gute A 
Schnelle sehr gute A. 
Schnelle sehr gute A 





Vitale Farbung mit sauren Farbstoifen x] 


Die Diffusibilitat ist bei diesen Farbstoffen im allgemeinen 
eine hdhere als in der vorigen Farbstoffreihe. Dementsprechend 
findet sich unter den ,,Harnstoffarbstoffen“ eine groBe Zahl 
rasch und sehr gut allgemein vitalfarbender Farbstoffe. Die 
Ubereinstimmung der physikalischen und biologischen Versuchs- 
ergebnisse ist fiir die ganze Reihe eine restlos vollkommene 
und bleibt es auch fiir 11 weitere Vertreter dieser Farbstoft- 
reihe, die ich untersuchte, die aber hier nicht angefiihrt sind 


Tabelle XVII. 
Harnstoffarbenreihe. 


Freie Diffusion in Wasser. Angesetzt am 29. XI. 10 Uhr vorm 





Datum  |Temp.| 258 | 189 185/244 245 | 188 170/171] 169 246) 247 | Cu 


29. XI. vorm. 11") 18° 


1 

2 3 
mitt. 4 
nachm. -* 5 


j 


und. | 


10 

15 15 

22d 23 
Or 


und. | 25 


30. XI. vorm ca. 14 
2A. » 10 ca. 22 


3. ba] ca. 25 


_ 


et el 








be 


Nr. 188 zeigte am 2. XII. friih eine diffuse Farbung der dariiber- 
stehenden Fliissigkeit. Nr. 169, 170 und 189 zeigten die gleiche Er 
scheinung in ganz geringem Mabe. 

Verwendet wurden 0,2°/,ige Lésungen vom 17. XI. Nur Nr. 258 
wurde in konz. Lésung verwendet, da seine Loéslichkeit nicht geniigte 
Verdiinntere Lésungen anzuwenden war wegen der geringen Farbekraft 
der Substanzen nicht mdglich. Cu stellt eine ammoniakalische CuS0,- 
Lésung von 1°, Cu-Gehalt als Vergleichslésung dar 

Die bei der freien Diffusion in Wasser auftretenden Konvektions- 
stréme lassen keine klaren Ergebnisse zu 


f) Freie Diffusion. 


In dieser Reihe wurde auch die freie Diffusion in Wasser 
gepriift. Bald werden aber auch hier die Grenzen diffus und 
die Ablesungen ungenau. Die Versuche sind gegen auBere Ein- 
fliisse sehr empfindlich. Auftretende Konvektionsstréme lassen 
klare Ergebnisse nicht zu. Die Methode war also fiir unsere 
Zwecke nicht brauchbar (vgl. Tabelle XVII). 


Biochemische Zeitschrift Band 80. 
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an > a ae 
+19° 
Diffusionskurven der Harnstoffarben fiir freie Diffusion in 
Wasser vom 29. XI. 12. 
Tabelle XVIII. Harnstoffarben. 


Diffusion von frischen konzentrierten Lésungen in Wasser durch Per- 
gamenthiilsen von Schleicher und Schill. Angesetzt am 28. XI. vorm. 








“ 


Datum 1258) 189 |189/185/244/245/188!170!171/169' 246 | 246/247 


29. XI. schl. H. ++) —-' — —|—' — Ischl. H. ~ 
30. (+) ++ (+) -i'— ? , 
XID] - ++ + + + + 
a q t+ +)? + (+) + + + 
(+) 
neues AuBenwasser 


++ + |- - 
++ ++ (+) (+) 

++ 44+ (+) + - 
++ ++ (+) + (+ 
++ 4+ + + + 
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Neue Reihe, angesetzt am %. XII. 





Datum 


258 | 189 5 | 244 


10. XII. ++ | at 

1] ++ ++ + 

12 Fr; | ++ + 

3 ++ ++ + i++) ++/| + 
+ 


fraglich; (+) = schwach; = mittel; ++ = stark. 


y) Pergamenthiilsen. 


Ebenso lieferte die Priifung auf Diffusibilitat der Farbstoffe 
durch Pergamenthiilsen nur Naiherungswerte, die im Vergleich 
zur Gelatinemethode aus den schon oben angefiihrten Griinden 
ungenau und obendrein subjektiv beeinfluBt erscheinen (vgl. 


Tabelle XVIII). 


e) Verschiedene Farbstoffe. 


In der folgenden Tabelle XIX sind vier in der Konstitution 
verschiedene Saurefarbstoffe zusammengestellt. die auch wieder 
unseren Gesetzen gehorchen. 


Tabelle XIX. 
Verschiedene Farbstoffe. 


Diffusion in 2°),iger Gelatinelésung, begonnen am 17. XI. 1912. 





Datum 233 158 237 250 


18. XI. 0,5 x 10 
19. 15 ca. 15 und. 
und. 
20. 2.5 ca. 20 und. 
und 
21. : und 
23. 
23. 
24. 
25. 
26. 
37. 
28. 
29. 
30. 


2. XII. 
9. 





Verwendet wurden frische 0,1°/,ige Lésungen; lésten sich die 


Farben nicht vollstandig auf, so wurde die 0,1° ,ige Suspension benutzt 
* 
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Tabelle XX. 


NaO,S.H,C,.HN—/ > NH.C,H,.SO,Na 


| /_CH, 
l 
NH.C,H,.S0, 


Nr. 233. Methylblau fiir Baumwolle (M). 


J—CH, 


| 
NH.C,,H,.SO,Na 
Isaminblau 6 B (M). 
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0 
HN- , ==N 


O 


OH 


Nr. 237. Violamin Ia B (M 


OH NH, 
N=N 
SO,Na 
NaO,8 
Nr. 250. Tolanrot B (K) 


Farbstoff Nr. 233 gibt rasche und vollstandige allgemeine 
Vitalfarbung und zeigt mittlere Diffusionsgeschwindigkeit. 

Farbstoff Nr. 158 fallt zunichst am Injektionsort aus und 
gibt lokale Vitalfarbung. Die ausgefallenen Farbstoffmassen 
gehen dann langsam wieder in Losung und erzeugen nun erst 
sehr langsam eine allgemeine Vitalfarbung, die durch Speiche- 
rung des Farbstoffes in sehr feiner Granulaform in den Koérper- 
zellen reprasentiert ist. Entsprechend zeigt der Farbstofi gar 
kein Diffusionsvermégen. DaB er iiberhaupt zu allgemeiner 
Vitalfarbung fiihren kann, hat seine Ursache in der Peptisier- 
barkeit der Farbstoffaillung. Die Abscheidung aus dem Orga- 
nismus ist eine entsprechend langsame. Noch nach Monaten 
ist der Farbstoff im Tierkérper nachweisbar. 

Farbstoff Nr. 237 gibt entsprechend seiner hohen Diffusions- 
geschwindigkeit nur Vitalfarbung an den Orten héchster Kon- 
zentration —- also am Injektionsort, der Bauchhéhle, und an 
den Ausscheidungsorganen, Leber und Niere. 


Noch hoher ist die Diffusionsgeschwindigkeit von Farbstot? 
Nr. 250. Ihm kommt keinerlei Vitalfarbungsvermégen mehr zu. 


Maximalfarbung und Ausscheidung gehen in kiirzester Zeit vor 
sich, Speicherung findet nicht statt. 
f) Kolloide Lisungen. 


Unter den kolloiden Lésungen (vgl. Tabelle XXI) zeigt nur 
Nr. 1004 eine ganz geringe Diffusionsgeschwindigkeit. Die 
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Speicherung ist eine streng lokale. Nr. 1006 war von zu groBer 
Giftwirkung, um in Konzentrationen injizierbar zu sein, die 
eine sichere mikroskopische Feststellung gestatten; auch Hyrgol 
zeigte starke Giftwirkung. Nr. 1016 wurde biologisch nicht 
untersucht. Zu dieser Reihe gehdrt noch eine groBe Zahl 
kolloider Metallésungen, die wie Gold, Platin, Elektrargol und 
viele andere hier nicht genannte bei mangelnder Diffusions- 
fihigkeit nur lokale Vitalfarbung geben. 


Tabelle XXI. 
Kolloide Metalle. 


Diffusion in 2°),iger Gelatinelésung, begonnen am 17. XI. 1912 





Datum | 1001 | 1007 1004 | 1006 1015 | 1016 


1 Tag 

18. XI. spater oe 
19. 

20. 

21. 

22. 

23. 

24. 

25. 

26. 

27. 

28. 

29. 

30. 

2. XIL. 
3. 

9. 





Verwendet wurden frische ca. 0,1°/,ige Loésungen. 
. 1001. Lysargin (K). 
1007. Kollargol (v. Heyden). 
1004. Hyrgol (v. H.). 
1006. Kolloid. Selen (v. H.). 
1015. Kolloid. Palladium n. Paal (K). 
1016. Kolloid. Mangan (v. H.). 


Auch die kolloiden Metallésungen zeigen demnach volle 
Ubereinstimmung zwischen physikalischem Versuchsergebnis und 
Verteilungs- und Speicherungsart im tierischen Organismus. 
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3. Sulfonierungsgrad und Vitalfairbungsvermégen. 


Kine experimentelle weitere Nachpriifung der so gewonne- 
nen Ergebnisse wiirde sich erméglichen lassen, wenn es gelinge. 
durch Anderung des Diffusionsvermégens eines Farbstoffes auch 
sein Vitalfarbungsvermégen zu beeinflussen. Die folgende Zu- 
sammenstellung bringt diesen Nachweis. 

Ich habe bereits 8. 21 dargelegt, dafS die Sulfonsiure- 
gruppen den meisten Saurefarbstoffen das Vermégen verleihen, 
sich in Wasser zu lésen, fiigte aber hinzu, daf8 noch besondere 
Verhaltnisse (Einfliisse der Konstitution) hier komplizierend 
wirken, so daB Loslichkeitsgrad und Zahl der Sulfonsduregruppen 
nicht v6éllig parallel gehen. Ich komme weiter unten noch 
naher darauf zuriick. Die konstitutionellen Einfliisse sind fast 
vollig ausgeschaltet, wenn wir nur Farbstoffe vergleichen, deren 
Konstitution absolut gleich ist, die sich nur durch die Zahl 
der Sulfonsiuregruppen unterscheiden. 


Tabelle XXII. 
NH, OH 
N N N N 
SO,Na NaQ,S 
Nr. 98. Dianilblau H 2G (M). 
NH, OH 
N N N N 
SO,Na NaOQ,S SO,Na Na0,$ 
Nr. 225 (M). 


NH, 


OH 
‘SN 


4 


OCH,  H,CO 
NaO,S 
Nr. 138. Chicagoblau B (A 


NH, OH 
NaV,S N 


| 
OCH, H,CO 
NaOQ,S 
Nr. 108. Dianilreinblau PH (M) 
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OH SO,Na 
N N ‘ 
NaQ,S\ A. /SO,Na 
Nr. 128. Trisulfonviolett B (S). 

OH OH SO,Na 
N—-N N-—N/’ Y * 
SO,Na NaQ,S SO,Na 

Nr. 414. (S). 


i NH, 
SO,Na NaO,S 
Nr. 147. Diaminschwarz RO (C). 
OH 
N N 
SO,Na SO,Na 
Nr. 150. 
OH 
|). Renee | N N 
SO,Na NaOQ,S SO,Na NaQ,S 
Nr. 227. 
OH 
N N N N 
SO,Na NaO,S 
Nr. 100. Dianilviolett BE. 
OH 
N N 
SU;Na_ $0, Na 
Nr. 151]. 


»N N 
4 


es = : k 
SO,Na_ Nat 8 SO,Na NaQ),S 
Nr. 228. 
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NH, NH, 
N 


CH, H,C 
SO,Na NaO,S 


Nr. 52. Benzopurpurin 4 B (Gr. E. 


NH, SO,Na 





Nr. 49. Benzopurpurin B (Gr. E 


iN 


Nh, H,N 
CH, H,C 
SO,Na 
Nr. 87. Brillantkongo R (A 


CH—CH 


i 
Na0,S SO,Na 


Nr. 206. Hessisch Purpur N. 


CH—CH 
| NH, 


NaQ,S 


NaO,S SO,Na 
Nr. 207. Hessisch Brillant-Purpur. 


So haben wir in Nr. 98 (vgl. Tabelle XXII) mit vier SO,Na- 
Gruppen einen guten Vitalfarbstoff vor uns. Mit der Erhohung 
der Zahl auf sechs in Nr. 225 gelangen wir zu einem Farbstofi, 
der in 30 Minuten das Tier prachtvoll farbt und nach 24 Stunden 
bereits zum groBten Teil wieder abgeschieden ist; auf der Hohe 
der Farbung kommt es zu guter Speicherung in den Zellen. 
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Nr. 138 gibt nur lokale Vitalfiirbung. Nr. 108, der 2 Sulfon- 
siiuregruppen mehr hat, firbt ahnlich wie Trypanblau sch6n vita). 

Mit 3 Sulfonsiuregruppen farbt Nr. 128 schén allgemein 
vital, wahrend Nr. 414 mit 6 solchen Gruppen sehr rasch auf- 
genommen und abgeschieden wird und nur in mabigem Um- 
fang zur Speicherung kommt. 

Nr. 147 mit 2 Sulfonsiuregruppen gibt zuniichst nur Vital- 
farbung am Injektionsort und seiner nichsten Umgebung. Erst 
nach vielen Injektionen ist schwachste Allgemeinfairbung nach- 
zuweisen. Nr. 150 mit 3 Sulfonsiuregruppen fiairbt gut allge- 
mein vital, waihrend Nr. 227 mit 4 solechen Gruppen rasche 
gute Allgemeinfarbung gibt. 

Denselben Unterschieden im Vitalfairbungsvermégen  be- 
gegnen wir bei den folgenden 3 Farbstoffen Nr. 100 mit 2. 
Nr. 151 mit 3 und Nr. 228 mit 4 Sulfonsiuregruppen. 

Der nur 2 Sulfonsduregruppen enthaltende Farbstoff Nr. 52 
farbt nur lokal vital. Durch Einfiihrung von 2 weiteren Sul- 
fonsduregruppen gelangen wir in Nr. 537 zu einem vorziiglichen 
allgemeinen Vitalfarbstoff. 

Das uns schon bekannte miiBige Vitalfarbungsvermégen 
von Nr. 49 Benzopurpurin B wird durch eine dritte Sulfon- 
siuregruppe, die Nr. 87 enthalt, ganz erheblich gebessert. 

Nr. 206, mit 2SO0,Na, gibt nur lokale und erst nach vielen 


Injektionen allerschwichste allgemeine Vitalfirbung, wahrend 
Nr. 207, mit 4S80,Na, ein guter allgemeiner Vitalfarbstoff ist. 

In einer sehr groBen Zahl noch anderer Versuche findet 
sich ganz die gleiche Parallelitit zwischen Sulfonierungsgrad 
und Vitalfarbungsvermogen, doch mégen die hier angefiihrten 


Beispiele geniigen. 


Zusammenfassung. 


Bei der experimentellen Untersuchung des biologischen 
Verhaltens saurer Farbstoffe stellte sich heraus, daB die Ehr- 
lichsche Seitenkettentheorie zur Erklarung der beobachteten 
Tatsachen vollig versagte: 

»Farbstoffe mit den heterogensten Receptoren und der 
verschiedensten chemischen Konstitution verhielten sich biolo- 
gisch gleich, wihrend viele Farbstoffe mit gleichen Receptoren 
sich biologisch verschieden verhielten.“ 
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Ebenso liel} die theoretische Betrachtung der Khrlichschen 
Theorie unter Heranziehung der Theorie der Farbstoffe die 
Seitenkettentheorie fiir die Farbstofie unanwendbar erscheinen 

Chemische Reaktionen zwischen Zelle und Farbstoff kénnen 
also nicht die Ursache der Vitalfarbung sein. 

Es besteht vielmehr eine weitgehende Ubereinstim- 
mung zwischen dem physiko-chemischen Verhalten der 
Farbstofflésungen und ihrem Vitalfarbungsvermégen. 

An der Hand des experimentellen Materials laBt sich durch 
Vergleich der Resultate der physikalischen Versuche und der 
Tierversuche zeigen: 

»Farbstoffe mit fehlendem oder nur sehr geringem 
Diffusionsvermégen geben nur Vitalfarbung am Injek- 
tionsort und seiner niheren Umgebung: die Vital- 
firbung bleibt auBerordentlich lange bestehen. 

Mit wachsender Diffusionsgeschwindigkeit wiclst 
das Vermogen der Farbstoffe, allgemein vital zu firben: 
die Allgemeinfirbung tritt langsam ein und geht lang- 
sam wieder zuriick; die Speicherung bleibt mehr oder 
weniger lange in den Zellen bestehen. 

Beieiner gewissen mittleren Diffusionsgeschwindig- 
keit gelangen wir zu allgemeinen Vitalfarbstoffen, die 
fiir histologische Untersuchungen besonders geeignet 
sind. Hier ist das Zeitverhaltnis zwischen Farbung 
Speicherung —. und Entfairbung ein zu solchen Zwecken 
besonders giinstiges. 

Wird die Diffusionsgeschwindigkeit immer gréber. 
so wird das Zeitintervall Firbung —, Speicherung 
Entfarbung immer kiirzer. Die Speicherung findet zu- 
nachst noch in allen physiologisch hierzu geeigneten 
Zellen statt. 

Bei sehr hoher Diffusionsgeschwindigkeit gehen 
Farbung und Entfairbung innerhalb von Stunden vor 
sich. Zur Speicherung kommt es zunachst nur noch an 
den Orten héchster Konzentration, also am Injektions- 
ort und an den Ausscheidungsorten Leber und Niere. 
SchlieBlich kann jede Speicherung ausbleiben. 

Der Farbstoff durchtrinkt nur noch diffus den 


Organismus. 
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Zwischen den beiden Extremen — nicht diffun- 
dierender Farbséuresuspension und diuBerst rasch dif- 
fundierender Farbstofflésung — finden sich in feinster 
Abstufung alle nur denkbaren Ubergiange. 

Es zeigen die physikalischen Versuchsresultate 
ferner, weshalb sich frische oder alte, kalt oder warm 
bereitete, verdiinnte oder konzentrierte, elektrolyt- 
arme und -reiche Lésungen des gleichen Farbstoffes 
biologisch verschieden verhalten kénnen. 

Die so gefundenen GesetzmaBigkeiten konnten 
weiterhin bewiesen werden durch Anderung des Vital- 
firbungsvermégens gleicher Farbstoffe bei Anderung 
ihrer Diffusionsgeschwindigkeit in waBriger Losung. 

Es ergab sich ferner, daB die Zellreaktion des 
vitalgefarbten Organismus weitgehend abhangig ist 
vom Vitalfarbungsvermoégen eines Farbstoffes und 
damit von seinem Diffusionsvermégen. 

Erganzt werden die Beobachtungen durch das iiber- 
einstimmende biologische Verhalten kolloider Metall- 
jé6sungen mit dem von Lésungen nicht diffusibler saurer 
Farbstoffe. 

Das biologische Verhalten saurer Farbstoffe ist 
demnach abhangig von ihrem physikalischen Lésungs- 
zustande. 


VI. Physikalische Chemie der Farbstoffe. 


1. Die Arbeiten von Hoeber, Ruhland, Kiister und vy. Méllendorff. 


Diese letzte Feststellung, daB das biologische Verhalten 
saurer Farbstoffe von ihrem physiko-chemischen Verhalten ab- 
hingt, ist im Grunde nichts Neues. Von etwas anderen Ge- 
sichtspunkten aus haben Hoeber, Ruhland und Kiister’) 


mehr oder weniger ahnliche Anschauungen entwickelt, in neuester 
Zeit endlich hat v. Méllendorff die gleiche These aufgestellt. 
Hoeber und Méjlendorff aber beriicksichtigten nur die Vital- 
firbung der Niere, Ruhland und Kiister die der Pflanzen- 
zellen. 

Hoeber und Ruhland gehen auf die physikalische Chemie 


1) 1. ¢. 
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der Farbstotfe naher ein, doch werden die Arbeiten Hoebers 
stark beeinfluBt von der Idee, da die Lipoidtheorie Overtons 
durchaus giiltig sein miisse, wahrend Ruhland eine Theorie 
aufstellt, die er meines Erachtens nicht voll beweisen kann. 
Ganz besonders ist bei Ruhland unklar, ob er unter Vital- 
firbung nur die diffuse Durchtrankung des lebenden Zellproto- 
plasmas oder die Farbstoffspeicherung im Protoplasma versteht. 
Mollendorff endlich stiitzt sich auf die Arbeiten von Hoeber 
und Ruhland in bezug auf die physikalische Chemie und sagt 
einfach: ,Ich verweise im iibrigen auf die kolloidchemische 
Fachliteratur’). Meine Versuche stellte ich zum groBten Teil 
ohne Kenntnis der obigen Literatur an’). 

Nur unter Beriicksichtigung der ,,kolloidchemischen Fach- 
literatur* aber ist es méglich, unsere Anschauungen iiber das 
Wesen der Vitalfirbung zu erweitern und zu vertiefen. 

Es kann hier natiirlich nicht meine Aufgabe sein, die 
Grundlagen der physikalischen und theoretischen Chemie dar- 
zulegen”). 

Von Interesse fiir das Vitalfarbungsproblem ist die physi- 
kalische Chemie der Farbstoffe. 


2. Die Arbeiten von W. Biltz. 


Die Salze der hochmolekularen Farbsauren und 
Farbbasen gehoren nach Zsigmondy*) der Klasse der 
Semikolloide an, zu der auch die Abbauprodukte echter 
Kolloide, wie Dextrine und Peptone, ferner waiBrige Lésungen 
von Salzen hochmolekularer organischer Substanzen wie der 


Stearinsiure, Olsiure usw. gehéren®). Die Semikolloide bilden 


eine Klasse der reversiblen Kolloide, und stehen nach 
ihren Eigenschaften in Mittelstellung zwischen Kol- 


t) 1. oc. 8. 223. 

°) ibid. 

5) cf. Herz, Leitf. d. theoret. Chemie, Stuttgart 1912. — Nernst, 
Theoret. Chemie, Stuttgart 1913. — Zsigmondy, Kolloidchemie, Leipzig 
1912. — Ostwald, Grundr. d. Kolloidchemie, Leipzig 1911. — Freund- 
lich, Capillarchemie, Leipzig 1909. — Hoeber, Physik. Chemie d. Zelle 
Leipzig 1911. 

*) 3. -¢. 

5) Zsigmondy, S. 23. 
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loiden und Krystalloiden’). Lésungen dieser Kérper zeigen 
also teils Eigenschaften krystalloider, teils solche kolloider 
Losungen. 

Die Zahl der Arbeiten, die sich mit der Untersuchung des 
Losungszustandes der Farbstoffe beschaftigen, ist eine recht groBe. 
Auffallend sind die oft ganz entgegengesetzten oder wenigstens 
stark voneinander abweichenden Versuchsresultate der einzelnen 
Forscher. Der Grund hierfiir liegt in der Zwitternatur des Ob- 
jektes und erst die weitausschauenden grundlegenden Arbeiten 
von W. Biltz festigen diese Erkenntnis und erkliren die Wider- 
spriche. 

Biltz*) zeigt zuniichst, da eine Substanz nicht nur dann 
Kolloidcharakter aufweist, wenn sie in Lésung der Dialyse un- 
fahige groBe Aggregate kleiner Molekiile bildet, sondern wenn 
auch in monomolekularer Lésung die eigene MolekulargréBe ein 
Passieren der Membran verhindert, ohne daB Polymerisation 
notwendig ist. Unter der — wie ich aber glaube unter den 
eingehaltenen Bedingungen nicht stets zutreffenden — Vor- 
aussetzung, daB in den angewendeten Lésungen die Farbstoffe 
monomolekular gelést sind, stellte Biltz Versuche iiber Mem- 
brandialyse der Farbstoffe zusammen. Hierbei ergab sich, dab 


die MolekulargréBe — definiert durch die Zahl der 
Atome im Molekiil maBgebend fiir die Dialysier- 


barkeit ist: 

»Betrigt die Anzahl der Atome in einem Farb- 
stoffmolekiil ca. 45, so dialysiert der Farbstoff rasch, 
bei einem Gehalt tiber 45 Atomen tritt eine geringe 
Verlangsamung ein; die Farbstoffe zwischen den Atom- 
zahlen von ca. 55 bis 70 dialysieren nur wenig oder 
gar nicht; bei tiber 70 Atomen hért die Dialysierbar- 
keit auf.“ 

Die hohe MolekulargréBe geniigt also schon, den Durch- 
tritt durch die Membran zu verhindern, daneben aber neigen 
gerade Farbstoffe mit groBem Molekiil auch noch besonders 
zur Polymerisation, was erst recht die Dialysierbarkeit aufhebt. 
Sowohl wachsende MolekulargréBe, wie auch Polymerisation leiten 
mehr und mehr vom Krystalloid- zum Kolloidzustand iiber. 


') Zsigmondy, S. 22. 
*) Biltz und Pfenning. Gedenkboek van Bemmielen 1910. 
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Neben diesen additiven Eigenschaften sind konstitutive 
von gréBtem EinfluB8 auf die Dialysierbarkeit der Farbstoffe. 

»Vor allem ist es der EinfluB der Sulfonsiaure- 
gruppen, der ahnlich, wie er die Léslichkeit der Farb- 
stoffe verbessert, sehr deutlich verstirkend auf die 
Dialysierbarkeit wirkt.” 

Farbstoffe, die ihrer Atomzahl nach zu den nicht dialy- 
sierbaren gehéren, zeigen nach Eintritt von Sulfonsiuregruppen 
mehr oder weniger rasche Dialyse. Dabei wirkt der Eintritt 
der ersten Sulfonsiuregruppe am meisten begiinstigend auf die 
Dialysierbarkeit. Der weitere Eintritt von Sulfonsiuregruppen 
wirkt im gleichen Sinne, doch mit zunehmender Zahl in immer 
geringerem Grade. 

.Benachteiligend auf die Dialysierbarkeit scheint 
die Alizarinkonstitution zu wirken. 

Biltz weist darauf hin, daB hier ahnliche Verhiiltnisse 
vorliegen wie sie Oeholm') und Bredig”) feststellen. Oeholm 
zeigt fiir die freie Diffusion in Wasser geléster Stoffe, dab 
eine quantitative Beziehung zwischen der Diffusionskonstante 
und der Molekulargr6éBe verwandter Stoffe besteht, da wachsende 
Molekulargr6Be der Verteilung der Molekiile im Lésungsmittel 
hindernd im Wege steht. Nach Bredig stnkt die elektrolytische 
Beweglichkeit organischer Ionen mit wachsender Atomzahl zu- 
erst schnell, spiaiter veraindert ein weiteres Wachsen der Molekular- 
gréBe die Beweglichkeit nur wenig. Auch hier wirkt die Sulfon- 
siuregruppe stark beschleunigend. 

Von exakteren Versuchen, namentlich von Untersuchungen 
iiber freie Diffusion erwartet Biltz genauere Ergebnisse. 

Die weiteren Untersuchungen von Biltz zeigen, daB Farb- 
stoffe mit kleinem Molekiil sich wie Elektrolyte, solche 
mit groBem Molekiil sich wie Kolloide verhalten, wobei 
alle Uberginge zwischen beiden Gruppen bestehen. 
Konstitutive Einfliisse namentlich der Sulfonsduregruppe 
iiberlagern die additiven. Wachsende MolekulargroBe wie 
auch zunehmende Aggregation von Einzelmolekiilen 
gehen Hand in Hand, aber jede dieser Bedingungen 


allein geniigt auch schon, den krystalloiden Charakter 


1} Oeholm, Zeitschr. f. physikal. Chem. 70, 378, 1910. 
*) Bredig, ibid. 13, 191, 1894. 
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einer Farbstofflosung mehr und mehr dem kolloiden 
Zustand zuzutreiben. 

Von gréBtem EinfluB auf das physiko-chemische Verhalten 
von Farbstofflésungen sind auBer den genannten _,,inneren“ 
noch viele ,auBere“ Bedingungen. 

Wieder sind es Arbeiten von Biltz'), die dies darlegen. 
Farbstoffe mit hoherer Molekulargr6Be neigen schon an sich zur 
Bildung von Molekularaggregaten. Unter dem assoziierenden 
EinfluB von Elektrolytzusatz, der Temperatur, der Zeit, der 
Konzentration usw. kénnen mehr und mehr Molekiilaggregate 
gebildet werden und damit sukzessive eine Elektrolyt- zur 
Koiloidiésung werden. 

Nach einer Besprechung der osmotischen Methodik teilt 
Biltz') die Ergebnisse von Messungen des osmotischen Druckes 
elektrolythaltiger Kolloidlésungen mit; er zeigt, daB die Gegen- 
wart von Elektrolyten die Resultate sehr stark beeinfluBt. 

In zwei weiteren Mitteilungen geht Biltz*) diesen Tat- 
sachen ins einzelne nach und kommt auf Grund neuer Ver- 
suche zu folgenden fiir die physikalische Chemie der Farbstoff- 
losungen auBerst wichtigen Anschauungen: 

Reines Kongorot gibt in verdiinnter Lésung gegen reines 
AuBenwasser einen annihernd dem einfachen Mol.-Gew. entspre- 
chenden osmotischen Druck, bei gleichleitendem AuBenwasser 
entspricht der osmotische Druck dem dreifachen Mol.-Gew. In 
konzentrierten Lésungen deutet das Wachstum des Assoziations- 
gef. Mol.-Gew. 
ber. Mol.-Gew. 

Nachtblau zeigt neben Dissoziation noch Hydrolyse. 

Elektrolytzusatz zu Kongorot- und Benzopurpurinlosungen 
erhéht den Assoziationsfaktor. Gleichzeitig tritt mit der fort- 
schreitenden Polymerisation bei ultramikroskopischer Unter- 
suchung zunachst das Tyndall-Phanomen, dann zunehmende 
Bildung von Submikronen ein. 

Wihrend reine Farbstoffiésungen nur wenig in ihrem Zu- 
stande durch die Zeit beeinfluBt werden, zeigen fremdelektrolyt- 
haltige Lésungen zunehmende Neigung zur Polymerisation. Mit 


auf beginnende Polymerisation hin. 


faktors ( 


') Biltz, Zeitschr. f. physikal. Chem. 68, 357, 1909. 
*) Biltz und Vegesack, Zeitschr. f. physikal. Chem. 73, 481, 1910. — 
Biltz und Pfenning, ibid., 77, 91, 1911. 
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wachsendem Alter sinkt der osmotische Druck und steigt daher 
der Assoziationsfaktor. Dabei werden die vorher optisch leeren 
Lésungen optisch mehr und mehr auflésbar. Die Viscositat 
nimmt zu. Im gleichen — assoziierenden — Sinne wirkt 
steigende Konzentration, im entgegengesetzten steigende Tem- 
peratur sowie starke Bewegung (Schiitteln) der Légungen. Ent- 
sprechende Ergebnisse liefert die Bestimmung der Viscositat 
unter den gleichen Bedingungen. 

Es gilt demnach das Boylesche Gesetz fiir Lésungen 
reiner Farbstoffe. In reinem Zustand sind die Farb- 
stoffe als Elektrolyte gelést. Unter dem EinfluB zu- 
gesetzter Fremdelektrolyte, zunehmendem Alter, 
steigender Konzentration usw., der Lésung zeigen Me 
gelésten Farbstoffe mehr und mehr Neigung zur Poly- 
merisation. Die Lésungen nehmen mehr und mehr 
kolloiden Charakter an.° 

An der Hand neuer Untersuchungen der gereinigten Saure- 


farbstoffe: 
Orange TA extra (A.) Sch. V. Nr. 311, 


Tuchrot 3GA (A.) Sch. V. Nr. 230, 
Brillantkongo R (A.) Sch. V. Nr. 370, 
Kongoreinblau (A.) Sch. V. Nr. 426, 
Chicagoblau 6 B (A.) Sch. V. Nr. 424 


schildert Biltz den Zustand rein waBriger Losungen dieser 
Farbstoffe. 


Die Farbstoffe sind Elektrolyte, die sich in einem 
Assoziations-, Dissoziations- und Hydrolysengleich- 
gewicht befinden, so daB polymere Farbstoffmolekiile, 
Farbstoffeinzelmolekiile, Farbstoffionen, Natrium- 
ionen und die Produkte der Hydrolyse nebeneinander 
bestehen. 

Bei den Monosulfokérpern waltet die Polymeri- 
sation und Hydrolyse vor. 

Bei dem Disulfokérper halt sich Polymerisation 
und elektrolytische Dissoziation etwa die Wage. 

Bei den Tri- und Tetrasulfokérpern waltet um- 
gekehrt die zahlreiche Ionen liefernde Dissoziation vor. 

Vergleicht man den Zustand der Assoziation unter 


Beriicksichtigung der Zahl der lieferbaren Ionen. so 
Biochemische Zeitschrift Band 80. 7 
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nimmt diese von dem Mono- zum Disulfofarbstoff stark, 
weiterhin wahrscheinlich nur wenig ab. 

Die untersuchten Monosulfofarbstoffe bestehen als 
ultramikroskopisch weitgehend auflésbare Kolloide 
lediglich aus Molekiilaggregaten und hydrolysierten 
Molekiilen neben freien dialysierfahigen Elektrolyten, 
ohne merklich Farbstoffionen zu bilden. 

Bei simtlichen Farbstoffen wird durch Natrium- 
sulfat das Nebeneinander von Einzelmolekilen, bzw. 
deren Ionen und polymeren Molekiilen zugunsten der 
letzteren verschoben, relativ am wenigsten bei den 

ochsulfurierten Farbstoffen. Die Wirkung des Na- 
triumsulfates kann sich zusammensetzen aus der elektro- 
lytisch dissoziationshemmenden Funktion des gleich- 
ionigen Zusatzes und der kolloidchemisch ausfallenden 
Wirkung der Salze. 

Diese Ausfiihrungen von Biltz zeigen auch, wie nahe 
in ihrem physiko-chemischen Verhalten die Losungen 
von sauren Farbstoffen den Seifenlésungen stehen. 
Auch bei den Seifen zeigen die waBrigen Loésungen der Salze 
von Fettsiuren mit geringer MolekulargréBe Krystalloid-Eigen- 
schaften. Mit wachsender Molekulargr6éBe nehmen die Krystalloid- 
Eigenschaften ab, die Kolloid-Eigenschaften zu. Hochmolekulare 
Fettsiuresalze zeigen endlich typischen Kolloid-Charakter. 

Die Arbeiten von Biltz lehren uns ferner, die Differenzen 
zwischen den Versuchsresultaten verschiedener Forscher ver- 
stehen, sie gestatten uns ein Urteil iiber den Wert der friiheren 
kolloidchemischen Arbeiten fiir das Vitalfarbungsproblem. 

Die gréBte Zahl der kolloidchemischen Farbstoffarbeiten 
hat Biltz bereits in seinen Arbeiten beriicksichtigt, so daB 
darauf verwiesen werden kann. Hier seien nur die Arbeiten 
hervorgehoben, die von besonderem Interesse fiir das Vital- 
farbungsproblem sind. 

In friiheren Arbeiten ist meist das Ultramikroskop zur 
Beurteilung des Losungszustandes der Farbstoffe herangezogen 
worden. 
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3. Die Arbeiten von Raehlmann und Michaelis, 


Nachdem Raeh| mann’) Ultramikronen in Farbstofflosungen 
nachgewiesen hatte, teilt Michaelis’) die Farbstoffe nach ihrem 
ultramikroskopischen Verhalten ein in 

1. ultramikroskopisch total auflésbare, 

2. partiell auflésbare, 

3. optisch leere 


Lésungen liefernde. 

Die Einteilung beriicksichtigt nicht, daB je nach den ob- 
waltenden Bedingungen, unter denen die Losungen hergestellt 
werden und sich gerade befinden, ein Farbstoff allen drei 
Klassen angehéren kann. 


4. Die Arbeiten von Hoeber. 


Genau das Gleiche gilt von den ultramikroskopischen Unter- 
suchungen von Hoeber*), der aber seine Ergebnisse bereits 
durch Dialysierversuche kontrolliert. Die Elektrolytfallung kann 
gleichfalls nicht stets zu brauchbaren Resultaten fiihren, da die 
Elektrolytempfindlichkeit eine verschiedene sein muB, je nach 


dem gerade herrschenden Lésungszustande der Farbstoffe. ~ 4 

DaB die Diffusion durch Membranen nur Naherungswerte 
liefert und feinere Unterschiede nicht aufdeckt, hat Biltz be- 
reits angedeutet. 


5. Kritik unserer physikochemischen Versuche. 


Da die freie Diffusion in den fiir uns nétigen Massen- 
versuchen unter den von uns angewendeten Bedingungen brauch- 
bare Resultate nicht geliefert hatte, untersuchten wir das Ver- 
halten der Farbstoffe in Gelatinegallerten. Es ist notwendig, 
nun dieses Verfahren kritisch zu betrachten. 

Graham hat bereits festgestellt, daB eine gelatinierte Lésung 
nichts mehr von einem zweiten Kolloid aufzunehmen vermag, 


1) Raehlmann, Physikal. Zeitschr. 4, 884, 1903. 

*) Michaelis, Deutsche med. Wochenschr. 1904, 1534. — Derselbe 
Virchows Archiv 179, 195, 1905. 

3) Hoeber und Kempner, Diese Zeitschr. 11, 105, 1908 und 1. o, 
S. 29 dieser Arbeit. 


7* 
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indem sie dessen Diffusion fast ganzlich verhindert’), wahrend 
sie der Diffusion von Krystalloiden nur einen sehr geringen 
Widerstand entgegensetzt. Nach neueren Untersuchungen gilt 
dies jedoch nur von diinneren Gallerten, konzentriertere hin- 
gegen verlangsamen die Diffusion betrachtlich, wie Nell, ferner 
Bechhold und Ziegler gezeigt haben*). Im allgemeinen ist die 
Diffusion in Gallerten recht verwickelter Natur, da allerlei Ein- 
fliisse, wie Porenweite, GréBe der Ultramikronen, Adsorption, 
elektrische Ladung und Umladung eine Rolle spielen’). 

Wir verwendeten ein 2°/, iges, also diinnes Gelatinegel, in 
dem Krystalloide rasch diffundieren. Die in den Farbstoff- 
lésungen vorhandenen Fremdelektrolyte werden also in verhiltnis- 
maBig kurzer Zeit in die iiber die gefarbte Gelatine geschichtete 
elektrolytfreie Gelatine diffundieren, bis ein Gleichgewichts- 
zustand erreicht ist. Die Versuche mit kolloiden Metallésungen 
zeigen, daB Kolloidlésungen dieses Dispersionsgrades im Gelatine- 
gel nicht diffundieren. Mithin kann angenommen werden, dab 
Farbstofflésungen des gleichen Dispersionsgrades auch keine 
Diffusion zeigen werden. 

Wie die friiher erwahnten Versuche von Biltz zeigten, 
enthalten die Farbstoffloésungen nebeneinander: 


Polymere Farbstoffmolekiile, 
Farbstoffeinzelmolekiile, 
Farbstoffionen, 
Natriumionen und die 
Produkte der Hydrolyse. 


Zur Diffusion im Gelatinegel werden die polymeren Farb- 
stoffmolekiile nicht geeignet sein, wie auch diejenigen Farbstoff- 
einzelmolekiile, deren MolekulargréBe hoch ist. Wo die Grenze 
zwischen dialysierfahiger und -unfahiger MolekulargroBe in 
unseren Versuchen liegt, ist nicht zu sagen. Vielleicht gibt 
die Heranziehung der Bechholdschen Arbeiten iiber Ultra- 
filtration unter Beriicksichtigung der ,,Porenwerte“ der an- 
gewendeten Gele ein Resultat. 

Wir haben in unseren Versuchen demnach die Dif- 


1) Nernst, Theoret. Chem S. 455. 
*) Zsigmondy, Koll. Chem. 8. 256. 
5) Zsigmondy, I. c. S. 257. 
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fusionsgeschwindigkeit kleiner diffusionsfahiger Farb- 
stoffeinzelmolekiile und Farbstoffionen gemessen, wenn 
wir hier von den Produkten der Hydrolyse der Farbstoffe ab- 
sehen. 

Die Methode selbst ist ahnlichen Fehlern wie die Membran- 
diffusion unterworfen, sie gestattet aber — wie die Resultate 
zeigen —, viel feinere Unterschiede im physikalischen Verhalten 
der Farbstofflosungen zu erkennen. Gleichzeitig erhalten 
wir ein gewisses MaB fiir die Menge der diffusions- 
fahigen Anteile in den Farbstofflésungen, und einen 
Einblick in die Neigung der Farbstoffe, Molekilaggre- 
gate zu bilden, d. h. in den kolloiden Zustand iber- 
zugehen. 

Diese SchluBfolgerungen scheinen uns um so eher berechtigt, 
als auch unsere Versuche zum Ausdruck bringen, wie weit die 
Diffusionsfahigkeit abhangt einmal von ,inneren“ Bedingungen 
(FarbstoffmolekiilgréBe, Einflu8 der Sulfonsiuregruppen), dann 
aber auch von ,auBeren“ Bedingungen (Fremdelektrolytgehalt, 
EinfluB der Zeit, der Vorgeschichte der Lésungen usw.). 

Die gewahlte Versuchsanordnung scheint gerade zu ver- 
gleichenden Untersuchungen iiber das physikalische und biolo- 
gische Verhalten der Farbstofflosungen besonders giinstig. 

Im physikalischen Versuch befindet sich Farbstoff +- Fremd- 
elektrolyt in einem kolloiden Medium. Die rasche Diffusibilitat 
der Elektrolyte in einem Gel fiihrt rasch zu einer Verdiinnung 
der Elektrolytkonzentration im gefarbten Gel, bis beziiglich 
der Elektrolytkonzentration im ganzen System Gleichgewicht 
herrscht. So wird der assoziierende EinfluB der Fremdelektro- 
lyte im physikalischen Versuch vermindert, und die Diffusion 
der Farbstoffe kommt klarer zum Ausdruck. 

Im biologischen Versuch gelangt Farbstoff +- Fremdelektrolyt 
gleichfalls in ein kolloides Medium, das hier aber bereits seiner- 
seits elektrolythaltig ist. Wie Physiologie und Pharmakologie 
lehren, werden auch im Tierkérper die injizierten Elektrolyte 
rasch resorbiert. Diese Resorption der injizierten Elektrolyte 
ist aber von einer raschen Abscheidung gefolgt — besonders 
durch die Nierensekretion. 

Im Tierversuch werden also die Fremdelektrolyte rasch 
aus der Farbstofflosung entfernt, doch bleibt der Farbstoff auch 
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hier in einer elektrolythaltigen Kolloidumgebung, da ja die 
tierischen Gewebe und Gewebsfliissigkeiten stets elektrolyt- 
haltig sind. 

Noch niher der Wirklichkeit werden vielleicht Versuche 
kommen, welche die Diffusionsgeschwindigkeit der Farbstoffe 
im Blutserum messen. Die Versuche waren beabsichtigt, konnten 
aber nicht mehr ausgefiihrt werden. 


6. SchluBfolgerungen. 


Ich komme unter Beriicksichtigung aller dieser Arbeiten 
zu folgenden Schliissen: 

Die Farbstoffe sind Elektrolyte. Je nach ihrer Molekular- 
groBe, je nach ihrer Neigung, Molekiilaggregate zu bilden, so- 
wie nach den Lésungsbedingungen zeigen die Farbstofflésungen 
mebr oder weniger Neigung, aus dem Krystalloid- in den Kol- 
loidzustand iiberzugehen. 

Einen MaBstab fiir dieses Verhalten der einzelnen Farb- 
stoffe geben die Versuche iiber Membrandiffusion, die Messung 
der osmotischen Drucke, wie sie Biltz ausfiihrte, sowie die Be- 


stimmung der Diffusionsgeschwindigkeit im Gelatinegel, wie wir 
darlegen konnten. 
Die im physikalischen Versuche gefundenen Tatsachen 
kommen im Tierversuch in jeder Hinsicht zum Ausdruck. 
Wesentlich aber ist es, beiden Tierversuchen aus- 


einander zu halten: 

1. die Fahigkeit der Farbstofflésungen, den Tier- 
korper allgemein diffus zu durchtrainken, 

2. die Speicherung der Farbstoffe in den Zellen. 

Uber den ersten Punkt geben die bisherigen Versuche 
Aufschlu8, wihrend sie uns iiber den zweiten Punkt zuniachst 
im Unklaren lassen. 

So kénnen zunichst nur folgende Schliisse Berechtigung 
haben: 

Je kleiner ein Farbstoffmolekiil ist, je mehr es 
seine Konstitution zur Dialyse befaihigt, je weniger 
der Farbstoff zur Molekiilaggregatbildung neigt, je 
weniger sinkende Temperatur, zunehmendes Alter, 
steigende Konzentration, vermehrter Zusatz von Fremd- 
elektrolyten die Dissoziation zuriickzudrangen und die 
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Assoziation zu fordern vermégen, um so schneller wird 
ein Farbstoff diffundieren, um so schneller auch diffus 
die tierischen Gewebe durchtrinken, um so schneller 
auch wird er vom Tier wieder ausgeschieden. Solche 
Farbstoffe verhalten sich wie Elektrolyte. 

Je gréBer hingegen ein Farbstoffmolekil ist, je 
mehr seine Konstitution es an der Dialyse hindert, je 
mehr der Farbstoff zur Molekilaggregatbildung neigt, 
je mehr sinkende Temperatur usw. die Dissoziation 
zuriickzudrangen und die Assoziation zu férdern ver- 
mag, um so langsamer wird der Farbstoff diffundieren, 
um so geringere Farbstoffmengen werden iiberhaupt 
diffusionsfahig sein, um so langsamer wird der Farb- 
stoff die tierischen Gewebe durchtranken und um so 
langsamer wird er auch vom Tier wieder ausgeschieden 
werden. Solche Farbstoffe verhalten sich wie Semi- 
kolloide, sie zeigen in waBriger Loésung teils Elektrolyt-, 
teils Kolloidcharakter. 

Unter weiterer Steigerung der genannten Bedin- 
gungen gelangen wir endlich zu Farbstofflésungen, die 
nicht mehr zur Diffusion befahigt sind und den Cha- 
rakter einer Kolloidlésung zeigen. Solche Farbstoffe 
bleiben am Injektionsort im tierischen Kérper liegen 


bzw. gelangen sie nur dahin, wohin im offenen Wege 


die Gewebssafte sie hintragen. 

Dieser Art von Farbstoffen schlieBen sich zwang- 
los eine Reihe kolloider Metallésungen im biologischen 
Verhalten an. 

Zwischen den beiden Endzustanden — der elektrolytischen 
und kolloiden Lésung — bestehen im physikalischen wie bio- 
logischen Versuch eine ununterbrochene Reihe  flieBender 
Ubergiinge. 

Diese Gegeniiberstellungen zeigen, da nur solche Saure- 
farbstoffe den ganzen tierischen Korper diffus zu durchtranken 
vermégen, die als Elektrolyte gelést sind. Bei Anwendung 
solcher Farbstoffe, die teils als Elektrolyte, teils als Kolloide 
gelést sind (also der Semikolloide), vermag nur der Teil in den 
Tierkérper einzudringen, der Elektrolytcharakter zeigt. Da die 
Grenze zwischen Elektrolyt- und Kolloidzustand bei unseren 
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Farbstoffen unscharf ist, kann auch fiir den Tierversuch nicht 
eine scharfe Grenze festgestellt werden. Farbstoffe, die als 
typische Kolloide gelést sind, vermégen nicht in den ganzen 
K6rper einzudringen. Sie bleiben zunachst da im Tierkérper 
liegen, wohin sie je nach der angewendeten Injektionsart hin- 
gelangen, ohne zu diffundieren. Dem widerspricht auch keines- 
wegs, daB nach Injektion einer hochkolloiden Farbstofflésung 
nach langer Zeit doch sparlichste Allgemeinfirbung auftritt. 
Sobald die Lésungsbedingungen am Farbstoffdepot andere werden, 
entstehen aus den Molekiilaggregaten durch Zerfall Einzelmole- 
kiile, die nun, wenn auch in sehr geringer Zahl, weiter durch 
Diffusion wandern kénnen. 

Die Allgemeinfarbung ist demnach auf die als 
Elektrolyte gelésten Farbstoffe beschrankt, bzw. auf 
den diffusionsfahigen Teil der semikolloiden Farb- 
stofflésungen. Eine scharfe Grenze ist hier ebenso- 
wenig zu ziehen, da es nicht méglich ist, zu sagen, 
wo die Elektrolyteigenschaften aufhéren und die Kol- 
loideigenschaften beginnen. 


VII. Natur und Genese der ,,Vitalfairbungsgranula“. 


Welches die Ursachen der Speicherung in den Zellen sind, 
ist aus den bisherigen Versuchen nicht ohne weiteres zu er- 
sehen und die Beibringung neuen experimentellen Materials 


notwendig. 


1. Metachromasie bei Saurefarbstoffen. 


Die Versuche, die einen Einblick in Natur und Genese der 
Farbstoffgranula in den Zellen gewahren, gehen auf Beobach- 
tungen zuriick, die Evans im Sommer 1912 in Breslau machte. 

Evans fand, daB nach Injektion der rein rubinroten Lésung 
von Kongorubin (cf. Protokoll) in die Bauchhéhle einer weiBen 
Maus in den freien Makrophagen (Histiocyten) der Bauchhéhle 
wie auch in den Makrophagen des Netzes neben roten auch 
rein blaue Granula auftraten. Blaue neben den roten Granula 
fanden sich auch in den vitalfarbbaren Zellen der thorakalen 
Lymphdriisen sowie in den Bindegewebszellen des Pankreas. 
Die iibrigen Organe zeigten eine mehr oder weniger intensive 
reine Rotfairbung, doch waren neben roten Granulis auch blaue 











Vitale Farbung mit sauren Farbstoffen. 105 


nadelformige Gebilde in den Leberzellen sichtbar. Auffallend 
war besonders, daB viele Zellen rote Knollen enthielten, deren 
Vakuolennatur durch beobachtete Brownsche Molekularbewegung 
in ihnen als sicher angenommen werden konnte. In solchen 
»Vakuolen“ fanden sich blaue Einschliisse teils in tanzender 


Bewegung, teils randstindig. 


Nr. 65. Kongorubin (A). 


— ‘ NH, 
Na0,8 N=—=N< i 
ids Semitic a 
| i \4 
a ee NaO,S 
Ne NA 


WeiBe Maus. Jel com 0,5°/,ige Lésung intraperitoneal am 27. VII., 
30. VII., 1. VIII. 1912. 

Am 28. VII. Tier leicht rosa, 30. VII. ungefarbt. 

31. VII. krank, leicht rosa, 2. VIII. rosa iiber und iiber. 

Am 2. VIII. getétet, allgemein rosa. 

Bauchhaut tief rot, jede Wanderzelle erfiillt von groBen roten 
Granulis und einigen kleineren Vakuolen mit dunkleren Massen an den 
Randern. 

Makrophagen in der Bauchhéhle in ungeheurer Menge, die wunder- 
volle Metrachromasie, mit blaBroten bis tiefblauen Granulis. Sehr starke 
Vakuolenbildung. Milz. Peritonealzellen mit feinen roten Granulis in 
den Zellen. Sonst ungefairbt. Pankreas. In den Wanderzellen rote Gra- 
nula und Vakuolen in allen GréBen im Gegensatz zu den in der Haupt- 
sache blauen Makrophagen. 

Netz hauptsichlich purpurfarben. Riesige blaue Granula in Vakuolen. 
Einige blaue Granula entstehen in roten. 

Nebenniere-, Wanderzellen in Uterusmuskulatur leicht rosa. 

Niere rote Granula in den Hauptstiicken. 

Leber sehr stark gefarbt. 

BlaBrosa Granula in den Sternzellen und einige in den Leberzellen. 

Dichte Klumpen blauer Nadeln in den Leberzellen. 

Blau fehlt in den Kupfferschen Sternzellen, wo jede Vakuole rot ist. 

Magen und oberer Darm mit roten Inhaltsmassen. 

Retroperitoneale Lymphdriisen mit feinen roten Granulis. 

Herz einige rote Granula im Endokard und Perikard. 

Aorta Elastica rot. 

Thorakale Lymphdriisen enthalten tiefblaue und rote Vakuolen. 

Kopfhaut einige blaBrosa Granula in den Wanderzellen. 

In einem anderen Falle wurden auch einige rosa Vakuolen in den 
Wanderzellen des Pankreas gefunden, die blaue Einschliisse enthielten. 
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524. Act. Salzfreies Farbmuster. 
OH OH 


N N x N=-—=N 


| 
/ CH, CH, 
SO,Na NaO,S 


2 weiBe Mause 0,5°/,ige Lésung je 1 ccm intraperitoneal den 7., 
10., 13., 16., 20., 24. 27., 30. XII. 12 und 2.1.13. Die Méause werden 
am 21. XII. zum ersten Male hellviolett an den Ohren. Die eine Maus 
stirbt am 31. XII., die andere ist am 3. I. hellviolett und gesund. Ge- 
totet den 3. I. 

Bauchwand schwarzblau mit ungeheuren Massen vital gefarbter 
Zellen. Metachromasie! (Blau und violett.) Viel freie Fliissigkeit mit 
vital gefarbten Makrophagen, die blaue Granulis enthalten, die meist 
in violetten oder farblosen Vakuolen liegen. Die Kupfferschen Stern- 
zellen der Leber enthalten viele violette Vakuolen mit blauen Granulis 
+4++4++++4+4+, Milz +++++++++, Nebenniere nur wenige violette 
Granulis im Mark. Niere +++, violette Granulis in den Tubuli contorti. 
Netz dick geschwollen +++++++++. Pankreas violett und blau 
+++++++++. Thorakal. Lymphdr. +++++++++ reinblau. Daneben 
stark verfettete Thymus mit nur violetten Granulis in Wanderzellen. 
Herzmuskulatur ++++++. Vital gefairbte Wanderzellen in Muskulatur 
und gefarbte Serosazellen. Muskulatur am Hals nur ganz vereinzelte 
Zellen mit violetten Granulis. 

Metachromasie: WéaBrige violette Lésung + Alkohol violettrot. 
WiBrige Lésung + Alaun violette voluminése Fillung. Dieselbe Losung 
erhitzt und wieder abgekiihlt gibt eine dichte blaue Fillung. 

Baumwolle wird violett gefirbt. 


523. Act. Salzfreies Farbmuster. 


OH OH 
N==NC XX DNS =" Y ) 
| | 
NZ OCH, 4H,CO ue 
$O,Na NaO,S 


2 weiBe Miause 0,5°/,ige Lésung je 1 cem intraperitoneal den 7., 10., 
13., 16., 20., 24., 27., 30. XII. 1912, 2., 6., 10., 18. I. 1913. Am 13. I. wird 
eine Maus in toto in Formalin eingelegt, die andere Maus ist am 14. I. 
gesund, ungefairbt und wird getétet. 

Bauchwand tiefviolett +++++++++, Metachromasie von blau zu 
violett! Netz ++++++, Leber +++++4+4, Leberzellen farbfrei, Kupffer- 
sche Sternzellen mit feinen violetten Granulis. Makrophagen groBe blaue 
und feine violette Granulis, aber auch groBe violette Vakuolen mit feinen 
dunklen Granulis darin. Niere negativ. Kopfhaut negativ. 

Baumwolle wird von der Farbe blau gefirbt. 
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Sehr ahnliche Erscheinungen lieferte die Vitalfarbung mit 
Bordeaux extra. Besonders war hier das Auftreten vieler 
kurzer scharfer blauer Nadeln bemerkenswert. 

Wieder ein anderer Farbstoff (Nr. 153) zeigte Meta- 
chromasieerscheinungen in der Niere, wo sich im Epithel der 
proximalen Hauptstiicke rote und blaue Granula nebeneinander 
fanden. 

Bei dem Diaminviolett N beobachtete Evans im Pan- 
kreasbindegewebe alle méglichen Ubergangsstufen von Vakuolen 
zu Granula; oft fand sich der Farbstoff hier randstandig; auch 
in den Kupfferschen Sternzellen der Leber konnte Evans groBe 
blaBrosa Granula oder Vakuolen wahrnehmen, die randstiandig 
blaue Granula einschlossen. Ebenso lagen glinzend blaue Gra- 
nula frei im Protoplasma. Niemals waren rote Granula in 
Vakuolen enthalten. Im Pankreasbindegewebe fanden sich 
Zellen mit roten Granulis, die blaue Stiubchen enthielten. 

Weniger ausgeprigt — weil von rotviolett nach blau — 
war die Metachromasie bei salzfreien Mustern von Azoblau 
(524) und Benzoazurin G (523). Die histologischen Befunde 
geben die beigefiigten Protokolle. 

Wir haben damit eine Reihe metachromatisch’) vital- 
farbender saurer Farbstoffe kennen gelernt, denen sich, wie ich 
feststellen konnte, noch eine ganze Anzahl weiterer Farbstoffe 
anschlieBt. Im Anfang glaubten wir, die blauen Farbstoffe 
seien mit roten Farbstoffen vermengt gewesen, wie etwa Try- 
panblau eine blaue und eine rote Komponente enthalt*). Allein 


1) Metachromasieainderung der Farbe bzw. Nuance eines Farbstoffes 
bei der Gewebsfarbung. 

2) v. M6llendorff hat zwar im Gegensatz zu GroB richtig erkannt, 
daB bereits das Originaltrypanblau eine rote Beimengung enthalt, glaubt 
aber, daB dieser rote Farbstoff ein Oxydationsprodukt des Trypanblaus 
sei. Es sei hier darauf hingewiesen, daB bei der Darstellung des Trypan- 
blaus das tetrazotierte Benzidin sich zum Teil nur mit 1 Mol der Amido- 
naphtholdisulfonsaure kuppelt. Die freibleibende Disazogruppe geht in 
OH iiber, so daB dem roten Farbstoff wahrscheinlich die Formel 


NH, OH 
N-—==N ’. OH 


NaS. A. /SO0jNa Oy, CH, 


zukommt. 
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die sorgfaltige Priifung auf Verunreinigungen zeigte die vollige 
Einheitlichkeit der Farbstoffe; zum Uberflu8 wurden noch be- 
sonders reine Farbstoffmuster dargestellt, die gleichfalls Meta- 
chromasie zeigten. 


a) Chemische Eigenschaften. 
Kongorubin ist vermége seiner Konstitution ein Indicator. 
NH, 
Na0,8 N==NC << YN=—=N/Y™ 
Pig: bf 


hy NaO,S 


Es enthalt eine a-Amino-f-azo-Gruppe, wie deren zwei in 
dem bekannten Indicator Kongorot 


NH 


2 
POF ga 
e N=NC Y\ 


a 

SO,Na 

enthalten sind. Die Umschlagsgrenze liegt fiir Kongorubin bei 
10~* normal Wasserstoffionen, genau wie die Umschlagsgrenze 
des Kongorots. 

Es lag also die Mdglichkeit vor, daB in einigen Zellen 
oder Vakuolen eine H-Ionenkonzentration herrschte, die den 
Farbwechsel von rot nach blau veranlaBte. 

Allein Kongorot, sowie Farbstoff 537, 

NaO,S NH, ees, NH,SO,Na 


ie J \ J ga. th AN. oN. 
| N= N< \ Pe Fes if 
i / a 
SO,Na oe a. NaO,8 
der vorziiglich allgemein vital farbte und als Indicator genau 
die gleiche Empfindlichkeit wie Kongorot hatte, farbten niemals 
metachromatisch vital. Erst wenn man verdiinnte Salzsiure- 
lésung zu den Praparaten zuflieBen lieB, gingen die roten Gra- 
nula in blaue tber. 
Eine Indicatorreaktion war also nicht die Ursache 


der Metachromasie. Dies bewies auBerdem noch Bordeaux 


iy 


a A 
/ ™ Pe 


extra, 
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Na0,S N==NC >< N==N 80,Na 
Y OH HO’ >) 


ao 


das als Nichtindicator metachromatische Vitalfarbung lieferte. 


b) Physikalische Eigenschaften. 


Die physikalisch-chemische Untersuchung gab hier wieder 
des Ratsels Lésung. 

Kongorubin lést sich in destilliertem Wasser mit rein 
rubinroter Farbe, die beim Erhitzen noch heller rot wird. 
Konzentrierte Lésungen zeigen einen Stich ins Violette. 

Breslauer Leitungswasser loéste Kongorubin mit violetter 
Farbe. 

0,1 g Kongorubin lésen sich in 100 cem 96°/,igen Alkohols 
zu einer orangefarbigen Lésung nicht vollig auf. 

Alkoholzusatz zur waBrigen Lésung hellt die rote Farbe auf. 

Wird eine rote Kongorubinlésung langsam mit einer Chlor- 
kaliumlésung versetzt, so wird sie rotviolett, dann violett, blau- 
violett, blau, und endlich kommt es zum Ausfallen des Farb- 
stoffes in blauen Flocken. 

Ganz ihnliche Befunde gab die Untersuchung der anderen 
Farbstoffe. 

Bordeaux extra verhielt sich fast genau so wie Kongo- 
rubin, waihrend bei Farbstoff 153, bei Diaminviolett N, bei 
Farbstoff 523 und 524 die Differenzen zwischen den Endzu- 
stinden nicht ganz so groBe waren. 

Die Erklarung der beobachteten Erscheinungen liefern 
auch hier wieder die bereits referierten Arbeiten von Biltz, 
besonders seine Ausfiihrungen iiber die Wirkung des Elektrolyt- 
zusatzes zu Farbstofflésungen. 

Die verdiinnten Lésungen von z. B. Kongorubin in destil- 
liertem Wasser erscheinen rein rot. In dieser Lésung — als 
der eines Disulfokérpers — befinden sich nebeneinander poly- 
mere Farbstoffmolekiile, Farbstoffeinzelmolekiile, Farbstoffionen, 
Natriumionen und die Produkte der Hydrolyse, wobei sich 
Polymerisation und elektrolytische Dissoziation das Gleichgewicht 
halten. Der Elektrolytzusatz verschiebt das Nebeneinander von 
Einzelmolekiilen bzw. deren Ionen und polymeren Molekiilen 
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zugunsten der letzteren. Im Endzustand, d.h. wenn der Elek- 
trolytzusatz groB genug geworden ist, fallt der Farbstoff aus 
der Lésung aus. Parallel mit dem stufenweisen Elektrolytzusatz 
wird die Farbe der roten Lésung immer mehr nach blau ver- 
schoben, bis schlieBlich blaue Farbstoffflocken ausfallen. 

Wir sehen also, daB stufenweiser Elektrolytzusatz zur 
Farbstofflosung einerseits begiinstigend auf die Molekiilaggregat- 
bildung wirkt, andererseits die Farbe der Lésung langsam von 
rot nach blau iiberfiihrt. 

So scheint der SchluB erlaubt, daB die Ursache der 
Farbvertiefung durch Elektrolytzusatz die fortschrei- 
tende Bildung bzw. VergréBerung der Molekilaggre- 
gate ist. 

Wahrend nun viele Stoffe bei der Bildung solcher Aggre- 
gate und beim Ausflocken keine Farbanderung zeigen (z. B. 
Kongorot), findet bei anderen ein Farbwechsel statt (z. B. Kongo- 
rubin, Bordeaux extra usw.). 

Dem hier gezogenen Schlu8 wohnt um so mehr Wahr- 
scheinlichkeit inne, als er sich durch die Beobachtungen bei 
der Koagulation von Goldhydrosolen stiitzen laBt. 


2. Metachromasie der Farbstoffe und der Goldhydrosole. 


Goldhydrosole sind nach den Vorschriften von Zsigmon- 
dy) und anderen dargestellt mehr oder weniger hellrot bzw. 
rubinrot, je nach der gewahlten Methodik, Bei der Koagula- 
tion (z. B. durch Elektrolytzusatz) geht die Farbe von rot in 
violett und blau iiber, endlich flockt das Gold blau aus. Voll- 
stindig aufgeklart ist die letzte Ursache fiir diesen Farbwechsel 
noch nicht’). Festgestellt aber ist, da8 die Ultramikronen der 
roten Lésungen griin sind und daB in blauen Loésungen gelbe 
bis rotbraune Ultramikronen vorhanden sind, welche Aggregate 
griiner Ultramikronen vorstellen. Violette Lésungen enthalten 
beide Arten nebeneinander. (Die Farben der Loésungen sind 
fiir durchfallendes Licht, die der Ultramikronen fiir abgebeugtes 
angegeben.) 

»Man kann kaum einen besseren Beweis als gerade diesen 
Farbenumschlag dafiir finden, daB die Goldteilchen sich flocken- 


ry lic. 
*) Vgl. Zsigmondy, |. c. 8. 99ff. 
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artig (d. h. durch Zusammenlagerung) und nicht nach Art der 
Fliissigkeitstrépfchen durch Teilchenverschmelzung zu gréBeren 
Trépfchen vereinigen. Wiirde letzteres der Fall sein, so miiBten 
die Ultramikronen von koaguliertem Golde (der blau durch- 
sichtigen Goldzerteilungen) mit den durch Wachstum entstan- 
denen (der roten Lésungen) identisch sein, wofern sie die gleiche 
Masse besitzen wie dieses. Teilchen gleicher Masse und Anzahl 
miiBten dann aber unbedingt auch den gleichen Farbenton er- 
zeugen, unabhangig davon, ob sie durch normales Wachstum 
wie in den roten Loésungen, oder durch Verschmelzen von 
kleineren Goldtrépfchen zu groBeren entstanden sind. Tat- 
sichlich sind aber Ultramikronen, die durch Teilchenvereinigung 
aus kleineren entstanden sind, stets anders gefarbt als die 
normalen der Hydrosole, auch wenn sie die gleiche Masse be- 
sitzen wie diese. Sie kénnen also nicht mit den ersteren iden- 
tisch sein“ +), 

Diese auffilligen Ubereinstimmungen zwischen dem Farben- 
wechsel koagulierender Farbstofflésungen und Goldhydrosole 
hat schon Michaelis*) erkannt. Er hatte gefunden, daB 
Fuchsin in waBriger Lésung durch Kochsalz ausgesalzen wird. 
Durch Erhitzen geht das Fuchsin in der Kochsalzlésung mit 
roter Farbe wieder in Lésung. Kiihlt man nun ab, so erhalt 
man je nach den Umstanden Fliissigkeiten, die das Licht rot- 
violett, intensiv blauviolett oder cyanblau durchlassen, wahrend 
im auffallenden Licht die rote Farbe des Fuchsins auftritt. 
Ultramikroskopisch waren solche ,,blaue Loésungen“ optisch 
vollig auflésbar, wahrend rein waBrige Loésungen des Farbstoffes 
optisch nicht vollig aufgelést werden konnten. Das Fuchsin 
ist in den blauen Lésungen in ultramikroskopischen Teilchen 
suspendiert, die das Licht blau durchlassen. Nach 24 Stunden 
sind solche ,,Lésungen“ vollstandig ausgeflockt (Michaelis). 

Stimmten also Farbstofflosungen und Goldhydrosole in 
ihrem Verhalten gegeniiber Elektrolyten im Reagensglas weit- 
gehend iiberein, so verhielten sie sich auch tibereinstimmend 
im Tierversuch. 

Ich injizierte eine rote kolloide Lésung von Gold (die mir 
die Firma v. Heyden-Dresden zu den Versuchen iiberlieB) Mausen 





1) Zsigmondy, 1. c. S. 107. 
*) Michaelis, Virchows Archiv 179, 195, 1905. 
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und Kaninchen intravenés, subcutan und intraperitoneal. Be- 
ziiglich der Verteilung in den Zellen des tierischen Organismus 
ergaben sich die gleichen GesetzmaBigkeiten, wie ich sie bei 
der Anwendung kolloiden Palladiums schilderte (vgl. 8S. 40ff.). 
Tschaschin’) hatte ahnliche Resultate; Kiyono*) hatte mit 
Kollargol genau dieselben Beobachtungen wie ich gemacht. Bei 
der Anwendung kolloider roter Goldlésung aber konnte ich 
noch feststellen, daB die Goldgranula in den vitalgefarbten 
Zellen simtlich eine schwarzblaue Farbung aufweisen. Dem- 
nach zeigte auch eine kolloide Goldlésung Metachromasie bei 
der Vitalfirbung, genau wie sie die oben genannten Farbstoffe 
zeigten. 

Die vergleichende Untersuchung von Farbstoffen 
und Goldhydrosolen hat also ergeben, daB die bei der 
Vitalfarbung mit den genannten Substanzen auftreten- 
den metachromatischen Erscheinungen zuriickzufiihren 
sind auf eine partielle (Farbstoffe) oder vollstandige 
(Farbstoffe und Goldhydrosol) Koagulation der kolloi- 
den Lésungen. Wir haben es hier also mit einem rein phy- 
sikalischen Vorgang zu tun. 


8. Kritik der Versuche. 


Verschiedene Gesichtspunkte machen noch eine kritische 
Betrachtung der gefundenen Tatsachen notwendig, ehe allge- 
meinere Schliisse gezogen werden kénnen. 

Die Mehrzahl der Farbstoffe, die metachromatisch vita 
farben, sind die Disulfonsiuren. Wie Biltz zeigte, halt sich 
bei diesen Farbstoffen in waBriger Loésung Polymerisation und 
elektrolytische Dissoziation die Wage. Dementsprechend zeigen 
sie ein geringes Diffusionsvermégen und gehéren daher zu den 
Farbstoffen, die nur schlecht und langsam allgemein vitalfarben, 
wahrend die Vitalfarbung am Injektionsort eine sehr intensive ist. 

Metachromasie wurde nun hauptsichlich am Injektionsort 
und seiner Umgebung beobachtet; so erhebt sich die Frage, ob 
nicht bei der Vermischung der injizierten Farbstofflésung mit 
den elektrolythaltigen K6rperfliissigkeiten zunachst eine partielle 
Koagulation eintritt. Es kénnten auf diese Weise freie blaue 


1) Tschaschin, Fol. haematol. 17, 1913. 
*) Kiyono, Fol. haematol. 18, 1914. 
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Niederschlage entstehen, die phagocytiert werden und nun blaue 
Granula darstellen. Der nicht koagulierte rote Teil der Lésung 
aber kénnte daneben in den gleichen Zellen rote Granula er- 


zeugen. 

Dieser Auffassung widerspricht, 

1. daB selbst bei friihzeitiger Untersuchung der Tiere nach 
der Injektion freie blaue Niederschlage nur in geringer Menge, 
wenn iiberhaupt, auftreten; 

2. daB im interstitiellen Bindegewebe des Pankreas, in 
den Endothelien und den Driisenzellen der Leber und im 
Epithel der Hauptstiicke der Nieren blaue Granula neben 
roten gelegentlich gefunden wurden. Die nicht diffusiblen 
blauen Niederschlige aber kénnen mechanisch kaum dahin 
gelangen ; 

3. daB blaue Kérnchen bzw. Granula wohl in roten Gra- 
nula oder Vakuolen, nie aber rote Kérnchen bzw. Granula in 
blauen Granulis beobachtet wurden; 

4, daB unter dem Mikroskop direkt an lebenden Zellen 
beobachtet werden konnte, wie in roten Vakuolen blaue feste 
Kornchen entstanden. 

Es lieBe sich nun einwenden, daB im ersten Fall die 
Phagocytose so rasch vor sich gehe, daB freie Niederschlige 
nur in geringer Menge auftreten. Im zweiten Fall koénnte von 
Pankreas und Leber angenommen werden, daB doch Saftbahnen 
bestehen, die den Transport fester Partikel in das Innere 
der Organe gestatten. Drittens wire es denkbar, daB nach 
Phagocytose der freien blauen Flocken eine teilweise Lésung 
(Peptisierung) im Protoplasma der Zellen wieder eintrete, so daB 
auf diese Weise die blauen in rote Vakuolen oder Granula 
gelangen kénnten. Demgegeniiber beweist die direkte Beobach- 
tung, daB in roten Vakuolen blaue Kérnchen entstehen, was 
natiirlich nicht ausschlieBt, daB ein Teil der roten Vakuolen 
mit blauem Einschlu8 auch auf dem umgekehrten Wege ent- 
standen sein kann. 

Ich glaube daher folgende Genese der farbigen Gebilde 
im Protoplasma annehmen zu diirfen. 


Biochemische Zeitschrift Rand 80. 
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4, Genese der ,,Granula‘’). 


Unter dem EinfluB der diffus in das Protoplasma 
der Zellen gelangenden Farbstofflésung kommt es 
zunachst zur Bildung von Vakuolen, in denen sich 
mehr und mehr der Farbstoff konzentriert. Gelangen 
geniigende Farbstoffmengen in das Protoplasma und 
neigt der Farbstoff an sich zur Molekilaggregatbil- 
dung, so wird mit wachsender Konzentration die 
Polymerisation des Farbstoffes fortschreiten, bis es 
endlich zur Bildung mikroskopisch sichtbarer Kon- 
kremente kommt. Wachsen diese weiter, so fiillen sie 
unter Apposition mehr und mehr die Vakuole aus, 
bis sie frei als Farbstoffkorn im Protoplasma 
liegen. 

Bei den metachromatisch farbenden Substanzen lassen 
sich all diese Uberginge vom Anfangsstadium — der Vakuole — 
bis zum Endstadium — dem freien Farbstoffkorn — neben- 


einander beobachten. 
Da die Neigung der Farbstoffe zur Polymerisation je nach 


ihrer Konstitution verschieden ist, so wird der Endzustand 
nicht stets erreicht werden. Bei der Lithiumcarminfarbung 
beobachtete Kiyono*) zwar noch, daB die ,Granula“ rand- 
stindig eine ,gefarbte Schale“ wie die ,,Kollargol. Granula“ 
zeigten. Bei Trypanblau und anderen Vitalfarbstoffen, die 
als Tetrasulfonsiéuren mehr zu Dissoziation als zu Polymerisa- 
tion neigen, wird der feste Endzustand wohl kaum noch er- 
reicht. Hier haben wir es wohl mit dem Vakuolenstadium im 


wesentlichen zu tun. 

1) Mehrfach sind nebeneinander die Ausdriicke ,Granula‘ und 
»Vakuole* gebraucht worden. Eine exakte Unterscheidung beider Be- 
griffe erscheint unméglich, wenn nicht besondere Kriterien beobachtet 
werden kénnen. Ein farbiges Kiigelchen im Protoplasma mit homo- 
genem Inhalt kann Granulum wie Vakuole sein. Sehen wir tanzende 
feste Einschliisse im Kiigelchen, wird dasselbe als Vakuole zu bezeichnen 
sein, verliert der farbige Protoplasmaeinschlu8 seine regelmaBige Form, 
wird er namentlich kompakt und undurchsichtig, so wird die Bezeich- 
nung ,Granulum“ oder besser ,Farbstoffkorn“ berechtigt sein. In 
diesem Sinne sollen die Bezeichnungen weiterhin gewahlt werden. 

*) Kiyono, Fol. haematol. 18, 155, 1914. 
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Zu dieser Auffassung der ,,Granula“ als Vakuolen ist auch 
v. Mollendorff*) gekommen. 


5. Natur der Granula. 


Meiner Auffassung nach handelt es sich dem- 
nach bei der Vitalfarbung mit sauren Farbstoffen 
nicht um die Darstellung ,praformierter Granula“, 
sondern um Gebilde, die unter dem EinfluB der 
Farbstoffe erst entstehen. Ich befinde mich darin im 
Gegensatz zu der gréBten Mehrzahl der friiheren Autoren, die 
praformierte Granula annehmen. Nach Ehrlich waren dies Re- 
ceptoren, nach Goldmann eine Vorstufe der inneren Sekretion, 
eine ,merkwiirdige lockere Fett-EiweiB-Verbindung“, wobei die 
EiweiBhiille bei der Vitalfarbung im Sinne von Bechhold als 
ein Schutzkolloid wirkt; nach Kiyono entstehe die Firbung 
durch Adsorptionsprozesse, die von der physikalischen Struktur 
der Granula abhingen, nach Tschaschin endlich werden die 
Chondriosomen durch die Vitalfarbung dargestellt. 

Tschaschins Ansicht wird zum Teil schon durch die Ver- 
suche Suzukis und Médllendorffs widerlegt, die unter 
Anwendung der Altmannfarbung bei der Niere keine Be- 
ziehungen zwischen Altmanngranula und Vitalfarbungsgranula 
feststellen konnten. 

Die Anschauungen dieses und der anderen Autoren werden 
durch die Lehren widerlegt, welche die Metachromasie gibt. 


Tabelle XXIII. 





Rote Kongorubinlésung] Rotes Goldhydrosol 


f 





Schutzkolloidzusatz. . . . rot rot 
Adsorption an Baumwolle . rot rot 
Lackbildung mit Tonerde . — rot 
Starre kolloide Lésung . . — rot 
Elektrolytzusatz blau blaa 
Im Organismus blaue u. rote ,Granula“| blaue ,Granula“ 








Verbindungen, wie sie ein Schutzkolloid mit einem 
Kolloid eingeht, kénnen nicht entstehen, sonst miiBten die 
Goldgranula rot sein; Adsorptionsverbindungen k6énnen 
sich aus dem gleichen Grunde nicht bilden. Auch Lack- 


1) Le. 8. 272. 
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bildung, wie das Entstehen einer starren kolloiden L6- 
sung, kann nicht die Ursache der Vitalfarbung sein, denn ein 
Tonerdehydrogel gibt rote Goldlacke und eine starre kolloide 
Goldlésung — Rubinglas — ist gleichfalls rot. Blaue Far- 
bung tritt nur ein bei der Koagulation der Lésungen 
und bei der Vitalfarbung. 

Danach kénnen die Theorien der genannten Autoren fiir 
die von diesen Farbstoffen vitalgefarbten Zellen nicht zu- 
treffen. 

In diesem Zusammenhang sei noch darauf hingewiesen (vgl. 
8.29 u.33 dieser Arbeit), daB ein Farbstoff verschiedene Wir- 
kung haben kann. Trypanblau farbt z. B. Granula in den Epi- 
thelzellen des Plex. chorioideus, Epithelkérpers, der Hypophyse 
und Nebenniere. Diese Granula haben eine praformierte Grund- 
lage und sind auch durch andere Methoden darstellbar. Sie 
zeigen aber schon déuBerlich ein ganz verschiedenes Aussehen 
von den Trypanblaugranula, wie sie z. B. in Histiocyten ent- 
stehen. Dieser Unterschied dokumentiert sich weiterhin darin, 
daB hochkolloide Stoffe, wie die Metallhydrosole sie nicht zu 
firben vermégen. Von diesen Zellen gelten meine Ausfiihrungen 
auch nicht. 

Das Verhiltnis der Supravitalfarbung mit Neutralrot zur 
Vitalfarbung mit sauren Farbstoffen auszuarbeiten, war mir 
leider nicht mehr méglich. Ebenso konnte ich die hier mit- 
geteilten Beobachtungen nicht mehr durch biologische Unter- 
suchungen besser diffusibler Farbstoffe als Kongorubin ergin- 
zen, die im physikalischen Versuch bereits ihre metachroma- 
tischen Eigenschaften offenbart hatten. 


6. Speicherungsvermégen der vitalfirbbaren Zellen. 


Es erhebt sich nun die Frage, weshalb nur ein Teil der 
Zellen des tierischen Organismus die Saéurefarbstoffe und Metall- 
kolloide speichert, wihrend die iibrigen Zellen frei davon bleiben. 
Da ist es bemerkenswert, daB die farbbaren Zellen auch noch 
bei anderen Vorgingen im Organismus eine gewisse Verwandt- 
schaft untereinander zeigen. In die Betrachtung diirfen frei- 
lich nicht die eben erwahnten Zellen einbezogen werden (Hy- 
pophyse, Epithelkérper usw.), von denen wir bereits wissen, 
da8 die Vitalfarbung mit Saurefarbstoffen praformierte Zell- 
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bestandteile darstellt — eine Farbung, die sich erheblich von 
der Vitalfirbung, z. B. der Histiocyten, unterscheidet. 

In die Gruppe der ubrigen Zellen dringen ein und werden 
gespeichert: 

1. Saurefarbstoffe, fiir die ich die Bedingungen bereits 
ausfiihrlich darlegte. Betont sei hier noch, daB die mehr oder 
weniger lokale Vitalfarbung mit der allgemeinen identisch sein 
muB. Gelingt es doch, durch Anderung des Injektionsmodus 
bei nur lokal vitalfirbenden Farbstoffen alle auch sonst vital- 
farbbaren Zellen zur Speicherung zu bringen. Bedingung ist 
also nur, daB der Farbstoff mechanisch zu den Zellen gelangen 
kann. Beweisend fiir die Identitaét des Vorganges ist ferner, 
daB es auch bei zuniachst sehr streng lokal vitalfairbenden Sub- 
stanzen gelingt, durch lange fortgesetzte Injektionen doch meist 
auch noch eine — wenn auch schwache — Allgemeinfarbung 


zu erzielen. 


2. Metallkolloide, die sich in ihrem biologischen Ver- 
halten voll und ganz den schwer diffusiblen Saurefarbstoffen 
anschlieBen, wie ich in eigenen Versuchen zeigte, wie ferner 
auch Tschaschin (I. c.) und namentlich Kiyono (1. c.) darlegten. 


3. Tuberkelbacillen. Als erster konnte Goldmann ‘*) nach- 
weisen, daB die am Aufbau des Tuberkels hauptsichlich be- 
teiligten Zellen — die ,,Epitheloidzellen“ — vitalfarbbar sind. 
Diesen Nachweis hatte Schlecht?) mit der Lithium -Carmin- 
Methode nicht fiihren kénnen. Kiyono holte dies spater nach. 
In seiner Zusammenfassung iiber Vitalfarbung und Tuberkulose 
(S. 187) sagt er: 

»Die Histiocyten spielen als phagocytaére Epitheloidzellen 
eine groBe Rolle. Sie stammen teils aus dem Blut, teils aus 
den im Gewebe priaexistierenden Zellen. Zu den letztgenannten 
Zellen gehéren die Plasmatocyten des Bindegewebes, die Reti- 
kuloendothelien der Milz, Lymphdriise, Knochenmark und die 
Kupfferschen Sternzellen der Leber, die alle normalerweise 
Histiocyten bilden kénnen. Diese Zellen phagocytieren also 
isolierte selbstandige Zellen in den Tuberkeln die Bacillen und 
weiterhin Zellelemente. 


1) Goldmann, Bruns Beitr. 1912, 55 ff. 
*) Schlecht, Zieglers Beitr. 40, 1907. 
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Die Epitheloidzellen der Tuberkulose sind keine einheit- 
lichen Zellen, sie stammen zum Teil aus den Histiocyten, zum 
Teil aus anderen Gewebszellen (Fibroblasten).“ 

Evans, Bowmann und Winternitz*) erhoben die gleichen 
Befunde bei der Lebertuberkulose. Sie betonen auch, daB die 
Wirkung der Vitalfarbstoffe auf den Organismus dhnlich wie 
die der Tuberkelbacillen sei. ,Chronische“ Vitalfairbung fiihre — 
freilich erheblich langsamer — zu den gleichen Verainderungen 
wie die Infektion eines Kaninchens mit Rindertuberkulose. 

Genau das gleiche konnte ich in einer groBen Reihe von 
Versuchen bei der Peritoneal- und bei der Lungentuberkulose 
des Kaninchens feststellen. Ebenso verhalten sich Affen gegen- 
iiber Tuberkulose und Vitalfarbung. 

4. Erythrocyten und Mikrophagen. In meiner ersten Arbeit 
iiber vitale Farbung’) wies ich bereits darauf hin, daB vital- 
gefarbte Zellen —- Makrophagen — artfremde Erythrocyten 
phagocytieren. Ich konnte ferner an Schnittpriparaten von 
Blutlymphdriisen (vergl. die Abbildung ebenda) zeigen, daB freie 
Histiocyten wie sessile Retikuloendothelien arteigene Erythrocyten 
in sich aufnehmen. Das gleiche gilt von den Kupfferschen 
Sternzellen der Leber. Die zahlreichen, spiter von anderen 
Autoren erschienenen Arbeiten haben meine damaligen Befunde 
ganz erheblich erweitert. Goldmann und Kiyono stellten 
nicht nur fest, daB die Histiocyten Erythrocyten phagocytieren, 
sie fanden auch, daB — namentlich bei der Wundheilung — 
die zuerst erscheinenden Leukocyten und ihre Triimmer, wie 
auch sonstiger Zelldetritus von den vitalfarbbaren Zellelementen 
phagocytiert werden. Steudemann’®) schildert neuerdings aus- 
fiihrlich, daB von den vitalgefairbten sessilen und mobilen Zellen 
der Milz aufgenommen werden: polymorphkernige Leukocyten 
(basophile Zerfallsprodukte) und Erythrocyten (Pigmentbildung). 
Uber Phagocytose von Taubenerythrocyten cf. Kiyono‘). 

5. Chinesische Tusche. Wir haben es hier mit einer feinen 
Suspension bzw. kolloiden Lésung von RuB zu tun, die meist 


1) Evans, Bowmann und Winternitz, Centralbl. f. Bakt. 65, 
408, 1912. Dieselben, Journ. exp. Med. 19, 1914. 

*) Schulemann, Arch. f. mikr. Anat. 1912. 

%) Steudemann, Fol. haematol. XVIII, 1914. 

*) Kiyono, Carminspeicherung, 1914, 44/45. 
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wohl Gelatine als Schutzkolloid enthalt. Entsprechend der 
mangelnden Diffusibilitat ist die Verteilung im Organismus eine 
beschrankte. Doch haben die Versuche von Goldmann und 
Kiyono auch hier gezeigt, daB die RuBteilchen im wesentlichen 
von den mit sauren Farbstoffen vitalfirbbaren Zellen auf- 
genommen werden. Nur ein verschwindend kleiner Teil wird 
von polymorphkernigen Leukocyten (Mikrophagen) phagocytiert 
(ebenso wie bei Kollargol). 

6. Gallenfarbstoffe. Wie die Untersuchungen Kiyonos 
zeigen, farben die nach Choledochus-Unterbindung in den K6rper 
iibertretenden Gallenfarbstoffe ebenso vital wie z. B. Lithium- 
carmin. 

7. Cholesterin. Nach den von Anitschkow*) ausgefiihrten 
Versuchen lagert sich das Cholesterin im* wesentlichen in den 
Zellen ein, die vitalfarbbar sind. Die Parallelitaét ist aber keine 
so vollkommene wie bei den bisher genannten Substanzen. 

Endlich hat Goldmann darauf hingewiesen, daB Glykogen 
und Fett in ihrer Verteilung im Organismus gewisse Beziehungen 
zur Vitalfarbung zeigen sollen. Diese Beobachtungen sind aber 
so wenig ausgearbeitet, daB es nicht mdglich ist, sie hier zu 
verwerten. 

Wir kénnen also feststellen, daB von ein und derselben 
Zellkategorie aufgenommen werden: 

1. Siurefarbstoffe in jedem Lésungszustand, 

2. Metallkolloide, 

3. Tuberkelbacillen, 

4. Erythrocyten und polymorphkernige Leuko- 
cyten, 

5. Chinesische Tusche, 

6. Gallenfarbstoffe, 

7. Cholesterin. 


7. Eigenschaften der gespeicherten Substanzen. 
a) physikalische. 

So heterogen all diese Substanzen erscheinen, so haben 
sie doch — soweit sich dies feststellen lisst — eine gemein- 
same Eigenschaft: Bei der Kataphorese wandern sie 
zur Anode. 

4) Siehe bei Kiyono, Fol. bamat. 18, 153, 161, 1914. 
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Saure Farbstoffe — sowohl kolloide wie krystalloide — 
wandern zur Anode’). 

Denselben Wanderungssinn im Potentialgefalle zeigen die 
Teilchen von Metallhydrosolen wie Gold, Silber, Platin’). 

Bacillen zeigen vielfach anodische Konvektion*). 

Die Erythrocyten und Leukocyten des Menschen- und 
Froschblutes wandern in isotonischer Neutralsalz- oder Rohr- 
zuckerlésung zur Anode‘). 

In Suspensionen von Kohlenstoff, Carmin und Cholesterin 
wandern die Teilchen nach der Anode’). 

Ob diese gemeinsame Eigenschaft tatsachlich im Zusammen- 
hang mit der Verteilung der Stoffe im Organismus steht, ist 
ohne weitere Versuche nicht zu entscheiden. Es ist wohl zu 
beachten, daB der Wanderungssinn all dieser Teilchen auBer- 
halb des Organismus experimentell festgestellt wurde. Geringe 
Anderungen im Elektrolytgehalt oder Zusatz eines zweiten 
Kolloides kénnen den Wanderungssinn umkehren. Der Elektrolyt- 
und Kolloidzusatz, der durch Vermischung der Lésungen und 
Suspensionen bei der Injektion mit den elektrolyt- und kolloid- 
haltigen Korpersaften stattfindet, kann demnach in nicht zu 
iibersehender Weise den Wanderungssinn der Teilchen in den 
KGrpersaften weitgehend beeinflussen. Da Untersuchungen hier- 
iiber nicht vorliegen, ich selbst auch Versuche in dieser Richtung 
nicht mehr anstellen konnte, wird mein Hinweis eine Ver- 
mutung bleiben miissen. Freilich kénnen einige Tatsachen 
diese Vermutung ein wenig stiitzen. 

Auffallend erscheint es zunachst, daB die Antagonisten 
der sauren Farbstoffe, nimlich die basischen, bei der Injektion 
in das lebende Tier gerade die Zellen nicht farben, die von 
den sauren Farbstoffen gefirbt werden. Unter den von basischen 
Farbstoffen gefairbten Zellen aber finden wir die polymorph- 
kernigen Leukocyten, die auch als Mikrophagen den Makro- 
phagen, die von sauren Farbstoffen vitalgefirbt werden, gegen- 
iibergestellt werden. Auch bei der Phagocytose kommt dies 


1) Zsigmondy S. 44. 

*) Zsigmondy S. 44. 

*) Vgl. bei Hoeber, Physik. Chem. d. Zelle 1911, 344 ff. 

*) Hoeber, Arch. f. d. ges. Physiol. 101, 607, 1904; 102, 196, 1904. 
5) Hoeber, Phys. Chem. 298, 344. 
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zum Ausdruck. Der Mikrophag friBt das, was der Makrophag 
nicht aufnimmt und umgekehrt. Wohl aber vermag der Makro- 
phag den Mikrophagen zu phagocytieren. 

Kiyono beobachtete ferner, daB nach Injektion von chi- 
nesischer Tusche (Kohlenstoffsuspension) und von Kollargol die 
Hauptmenge von den Makrophagen, nur verschwindend wenige 
Teilchen von Mikrophagen aufgenommen werden. Namentlich 
bei Anwendung von Kollargol findet er, daB diese Einschliisse 
in polynuklearen Leukocyten nach ihrer unregelmaBigen Gestalt 
und Verteilung durch Phagocytose amorpher Niederschlige, die 
bei der Injektion entstanden seien, gelangen. Nun wissen wir 
aber, daB die beim Ausflocken einer kolloiden Lésung aus- 
fallenden Teilchen ihre elektrische Ladung verloren haben. 
Mit dem Verlust der negativen Ladung aber findet Aufnahme 
in die andere Art der Phagocyten — in die Leukocyten statt. 
Damit ist auch ein Einwand Kiyonos, der sich darauf stiitzte, 
daB Leukocyten auch gelegentlich Tuscheteilchen aufnehmen, 
gegen meine Theorie besprochen. 

Betont aber sei nochmals, daB der Gedanke, daB das Ver- 
halten der Substanzen im elektrischen Potentialgefille von Ein- 
flu8 auf die Verteilung im Organismus sei, eine kaum bewiesene 
Vermutung ist. Stets mu man sich vor Augen halten, dab 
die Vermischung der injizierten Lésung oder Suspension mit 
den Ko6rpersiften eine vollige oder teilweise Umladung oder 
Entladung zur Folge haben kann’), eine Tatsache, die viel- 
leicht auch erklaren kann, weshalb manchmal Teile einer kol- 
loiden Lésung sich biologisch anders verhalten als die Haupt- 
menge. Von groBem Interesse wiire es, die Verteilung der 
kolloiden Metallhydroxyde, die zur Kathode wandern, biologisch 
zu untersuchen. 


b) GréBenverhiltnisse. 


Einiges Licht auf das Verstaéndnis der Eigenschaften der 
vitalfirbbaren Zellen, die ihnen die Aufnahme so viel ver- 
schiedener Substanzen erméglichen, wirft vielleicht auch die 


1) Uber die Einzelheiten der Erscheinungen bei der Kataphorese 
vgl. die bei Nernst, Theor. Chem., Zsigmondy, Kolloid-Chem., Hoeber, 
Physikal. Chem. zitierte Literatur, die mir hier nur zur Verfiigung stand. 
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Betrachtung der injizierten Loésungen und Suspensionen hin- 
sichtlich ihrer TeilchengroBe. 

Bei den Farbstoffen finden wir alle Uberginge vom Farb- 
stoffion bis zur groben, absetzenden Suspension (Carmin). Aus 
den Versuchen von Biltz geht hervor, daB in den Lésungen 
vorhanden sind; 

1. Farbstoffionen, deren GréSe nach der Atomzahl und 
Konstitution variiert. 

2. Farbstoffeinzelmolekiile, fiir die das gleiche gilt. 

3. Farbstoffmolekiilaggregate. Das Ultramikroskop kann 
einen Einblick in ihre GréBe gewahren. Kleine Molekiilaggregate 
kénnen auch im Ultramikroskop unsichtbar bleiben; werden sie 
groBer, so verraten sie ihre Anwesenheit durch das Auftreten 
eines leuchtenden Nebels (Tyndall-Phanomen). Solche Teile 
werden Amikronen (nach Siedentopf-Zsigmondy) genannt. 
Ihre absolute GréBe kann sehr verschieden sein. 

Werden die Molekiilaggregate noch gréBer, so verraten sie 
ihre Anwesenheit durch Beugungsbildchen. Sie werden Sub- 
mikronen genannt. Mikroskopisch sind sie noch unsichtbar. 
Erst noch gréBere Aggregate werden mikroskopisch sichtbar, 
bis schlieBlich Ausflockung eintritt, die das unbewaffnete Auge 
erkennt. Noch gréber sind Teilchen, wie sie z. B. eine durch 
Verreiben hergestellte Carminsuspension enthilt. 

Die Teilchen von Metallhydrosolen sind gleichfalls sehr 
verschieden groB. So kénnen Goldlésungen enthalten: 
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tee 1. Amikronen von 1 bis 3 wu. 

2. Submikronen von 6 bis 15 uu. 

3. Absetzende Aggregate von 0,075 bis 0,2 (cf. Zsig- 
HE mondy, l.c. 8. 15). 
ie Bei Kollargol- Heyden fand Bechhold') die Teilchen- 
a groBe von 20 uu. Bei einer TeilchengréBe von 75 uy tritt 
Sedimentierung innerhalb einiger Stunden ein. 

Die GréBe der Tuberkelbacillen betragt 1 bis 2 u, die der 
menschlichen Erythrocyten 7,5 >< 1,6 4, der Leukocyten bis 
ca. 15 pw. 

Sehr sinnfallige Abbildungen, die die GréBenverhiltnisse 
















1) Bechhold, Zeitschr. f. Chem. u. Industr. d. Kolloide, 2. Jahrg., 
Heft 1 u. 2. 
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der einzelnen Teilchen zueinander darstellen, gibt Zsigmondy 
8.15 und 16 seiner Kolloidchemie. 

Halten wir uns an die hier gegebenen MaBe, so sehen wir, 
daB die vitalfarbbaren Zellen aufnehmen kénnen: 

Ionen und Molekiile verschiedener GréBe, Ami- 
kronen (1 bis 3 wu), Submikronen (6 bis 15 bis 20 uy), 
Teilchen von 75 bis 200 wu, Bakterien und Zellen (1 bis 
15 pu). 

Wahrend die kleineren Teilchen diffusibel sind und sich 
iiber den ganzen Organismus von selbst verteilen kénnen, 
kénnen dies die nicht diffusiblen Teilchen nicht. Bei letzteren 
ist es notwendig, da8 sie durch die Applikationsart in direkten 
Kontakt mit den fiairbbaren Zellen gebracht werden. 

Wir sehen also die mannigfaltigsten Uberginge 
zwischen der GréBe der einzelnen Teilchen. Alle wer- 
den von unseren vitalfarbbaren Zellen aufgenommen; 
Bedingung ist, daB sie in Beriihrung mit den Zellen 
kommen kénnen’). 

Da8B demnach Substanzteilchen so verschiedener GréBe in 
gleicher Weise von denselben Zellen aufgenommen werden, zeigt, 
da8 die Vitalfarbbarkeit der einzelnen Zellen nicht von der 
Diffusibilitat abhingt. Die Diffusibilitat ist allein maB- 
gebend fiir die Verbreitung der Farbung im Organis- 
mus, nur wenn die Diffusionsgeschwindigkeit sehr hoch ist, 
findet Speicherung nicht mehr statt, wohl aber durchtrankt sie 
diffus das Protoplasma der Zellen. 

Die Feststellung, daB vom vitalfarbenden Farbstoffion bis 
zum groben Suspensionsteilchen in der GréBe der Teilchen ein 
kontinuierlicher Ubergang in den feinsten Abstufungen besteht 
und alle diese Teilchen von den Zellen aufgenommen werden, 
gestattet vielleicht noch einen weiteren SchluB. 


8. Phagocytose. 


Die Aufnahme groéberer Teilchen — wie von Bak- 
terien, Zelltrimmern und ganzen Zellen — durch die 
»Makrophagen“ wird als Phagocytose allgemein be- 
zeichnet. Da nun zwischen der Aufnahme groberer Teilchen 


2) Es ist das auch ein Beweis, daB die ,Ultrafiltertheorie* der Vital- 
farbung von Ruhland fiir unsere Zellen und Substanzen nicht gelten kann. 
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und der von Farbstoffionen, Molekiilen usw. — also feinster 
Teilchen — nur ein gradueller Unterschied besteht, weil zwischen 
den beiden EndgréfBen flieBende Ubergiinge bestehen, scheint 
mir der Schlu8 einige Berechtigung zu haben, daB auch die 
Aufnahme feinster Teilchen (wie Ionen, Molekiile, Ami- 
kronen und Submikronen) durch unsere Zellen als 
Phagocytose zu bezeichnen sei. Freilich erfahrt dadurch 
der alte Begriff der Phagocytose eine erhebliche Erweiterung, 
in dem auch amikroskopische Teilchen in ihn einbezogen werden. 
Ich glaube aber, es ist besser, eine solche Begrifiserweiterung 
vorzunehmen, als die Wissenschaft mit einem neuerfundenen 
Kunstausdruck zu _ ,,bereichern“, wo ein passender Ausdruck 
bereits besteht. 

Ich werde meine Anschauung noch néher zu begriinden 
haben. 

Zunachst erhebt sich der Einwand, daB die Aufnahme 
eines Farbsaiureions in die Zelle keineswegs der gleiche Vor- 
gang wie die Aufnahme eines Leukocyten oder eines Metall- 
teilchens zu sein brauche. 

Es ist aber gar nicht notwendig, so heterogene Substanzen 
bei der Diskussion iiber die TeilchengroBe zu betrachten. Bei 
unseren Farbstoffen finden wir Beispiele geniigend. Ich er- 
innere nur daran, daB die kleinen Carminmolekiilaggregate des 
Lithium-, Natrium- und Ammoniumsalzes der Carminsaéure ganz 
wie die groben Carminteilchen einer waBrigen Carminsiure- 
suspension von den Zellen aufgenommen werden. Der Unter- 
schied in der TeilchengréBe bedingt nur das Verteilungsbereich 
des Farbstoffes im Organismus. Ich verweise ferner auf die 
S. 87ff. dieser Arbeit gegebene Zusammenstellung. Auch dort 
finden wir eine ganze Reihe von Farbstoffen, die bei unter sich 
gleichem chemischen Aufbau sich nur durch die Zahl der Sul- 
fonsiuregruppen unterscheiden. Die kleinen Teilchen der hoch- 
sulfonierten Farbstoffe werden ebenso wie die groBen Teilchen 
der Farbstoffe mit wenigen Sulfonsiuregruppen von den vital- 
firbbaren Zellen aufgenommen. Auch bei diesen bedingt die 
TeilchengréBe nur den Grad der Ausbreitung der Farbung im 
Organismus. Weitere Beispiele enthalten die friiheren Teile dieser 
Arbeit in Menge. : 

Die Zellreaktion des Organismus ist bei Applikation der 
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verschiedensten Lésungen und Suspensionen eine sehr ihnliche. 
Ich erinnere an die ,,Histiocytimie* bei Trypanblau, Lithium- 
carmin, Kollargol, Tuberkulose usw. usw. Die Aufnahme so 
verschiedener Substanzen regt die Zellen in gleicher Weise zur 
Vermehrung an, sie ruft die gleiche Abwehrreaktion hervor. 

In diesem Zusammenhang erscheint es auch von Bedeutung, 
auf Versuche von Mc Curdy’) hinzuweisen. Bei der Untersuchung 
der Wundheilung am Zentralnervensystem mit Hilfe der Vital- 
firbung stellte er fest, da8 die in den Wunden auftretenden 
Kornchenzellen aus Zellen (soweit ich mich erinnere, aus den 
Capillarendothelien) entstehen, die sessil und zunichst nicht 
vital farbbar sind. Durch den Wundreiz gewinnen die Zellen 
zunachst die Fahigkeit, Vitalfarbstoff aufzunehmen. Endlich lésen 
sie sich los, wandern in die Wunde und phagocytieren hier. 

Entsprechende Beobachtungen machte Goldmann’) bei der 
Vitalfarbung. Er schildert zunichst den umgekehrten Vorgang 
wie Mc Curdy und beschreibt, wie die farbstoffhaltigen Makro- 
phagen Zelltriimmer phagocytieren, wie mit fortschreitender Wund- 
heilung die vorher améboid beweglichen Zellen sessil werden, 
wie sie Spindelform annehmen und nun auch langsam eine Ab- 
nahme des Farbstofigehaltes zeigen. Weiterhin stellt Gold- 
mann es als sehr wahrscheinlich hin, da bei der Bildung der 
Makrophagen aus sessilen Bindegewebszellen gleichzeitig die 
granulare Struktur, Phagocytierungsvermégen und amdboide 
Beweglichkeit erworben werden. Diese Befunde decken sich 
mit denen Mc Curdys. Versuche, die ich selbst ausfiihrte, 
decken sich ganz mit diesen Befunden. 

Einwande gegen meine Anschauung, daB Vitalfarbung und 
Phagocytose im Zusammenhang stehen, hat Kiyono erhoben. 
Er meint, daB sich auch Zellen vital farbten, von denen nicht 
bekannt sei, daB sie phagocytieren. Fiir die Epithelien des 
Plexus chorioideus, der Hypophyse der Epithelkérperchen und 
der Nebenniere wies ich bereits darauf hin, daB die Farbung 
dieser Zellen einen ganz anderen Charakter als der vitalgefarbten 


’) Mc Curdy fiihrte seine Versuche 1912 im Laboratorium von Alz- 
heimer in Breslau aus. Aus miindlichen Mitteilungen sind mir seine 
Ergebnisse z. T. bekannt. Inzwischen wird er sie wohl auch verdffent- 
licht haben. 

%) 1. c. S. 80, 1912. 
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Bindegewebszellen, Endothelien usw. hat. Farbt doch auch ein 
Farbstoff, wie z. B. Trypanblau, das elastische Gewebe, Knorpel 
und Knochengrundsubstanz diffus leicht an. Solche Farbungen 
lebloser Gebilde wird man ebensowenig als Phagocytose be- 
zeichnen als die priaformierter Zellgebilde. Solche Farbungen 
beruhen wohl auf ahnlichen Grundlagen wie die der Baum- 
wolle. Sind doch auch bei metachromatischen Farbstoffen die 
Nuance der Elastika- und der Baumwollfarbung gleich, waihrend 
die ,,Granula“ der Makrophagen in der Nuance des ausgefallten 
Farbstoffes erscheinen. 

Hingegen erscheinen z. B. bei Trypanblau die Granula in 
den Leber- und Nierenepithelien ebenso schwarzblau wie im 
phagocytierenden Gewebe. 

Fir die Leber liegen offenbar besondere .Verhiltnisse vor. 
Die Leberzellen erhalten die Granula wahrscheinlich durch 
Vermittelung der Sternzellen. Besonders deutlich zeigt dies 
ein Versuch Kiyonos (S. 200), wo Tuschepartikelchen in den 
Leberzellen gefunden wurden, nachdem die Sternzellen von 
Tuscheteilchen iiberfiillt waren. Ebenso ist dies ja vom 
Transport so groBer Teilchen, wie sie Erythrocyten darstellen, 
bekannt. 

DaB die Nierenepithelien Farbstoffe und Kolloidlésungen, 
die nichtdiffusible Teilchen enthalten, nicht speichern, findet 
seine hinreichende Erklérung darin, dab weder bei subcutaner, 
intraperitonealer und intravendser Injektion die Farbstoff- und 
Kolloidteilchen in unmittelbaren Kontakt mit den Nierenepi- 
thelien kommen kénnen. In die Epithelien der Hauptstiicke 
kommen ja nur solche Farbstoffe, die gelést aus dem Blut 
durch die Glomerulusepithelien in die Harnkanilchen treten 
kénnen. DaB aber die Nierenepithelien sich sonst sehr ahnlich 
wie die anderen vitalfarbbaren Zellen verhalten, geht aus den 
Arbeiten Kiyonos, Suzukis und v. Méllendorffs hervor. 
Nach ihren Versuchen ist der Vorgang der Farbung der Nieren- 
epithelien offenbar der, daB durch Riickresorption der Farbstoff 
aus dem Lumen der Harnkanialchen in die Epithelien tbertritt. 
Offenbar werden auch von den Epithelien Farbstoffteilchen der 
verschiedensten GréBe aufgenommen. Bei Farbstoffen, die sehr 
zur Aggregatbildung neigen, wie z. B. das Lithiumcarmin, tritt, 
wie Suzuki in eingehenden Untersuchungen zuerst zeigte, der 
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geléste Farbstoff durch die Glomeruli in die Harnkanilchen, 
wo er unter Bildung von Cylindern in k6rniger Form ausfillt. 
Aus den Kanialchen wird dann der Farbstoff aufgenommen. 
Ahnliche Befunde erhob v. Méllendorff bei Sulfonsiurefarb- 
stoffen. Andererseits ist bei Farbstoffen, die zur Dissoziation 
in waBriger Lésung neigen, eine Cylinderbildung nicht zu_be- 
obachten. Der Farbstoff tritt gelost durch die Glomeruli und 
bleibt in den Harnkanilchen in Lésung. Kiyono zeigte ferner, 
daB auch Gallenfarbstoffe ebenso wie die Vitalfarbstoffe in den 
Nierenepithelien gespeichert werden. 

Freilich um die Analogie durchaus zu bestatigen, waren 
noch Versuche notig, bei denen nichtdiffusible Stoffe, in di- 
rekten Kontakt mit den Nierenepithelien gebracht, von diesen 
gespeichert werden. Dann erst kénnen meine hier angefiihrten 
Wahrscheinlichkeitsschliisse zu bindenden werden. 

Einen anderen Einwand gegen die Auffassung der Vital- 
firbung als Phagocytose macht Goldmann’): 

»Was nun den Einwand anbetrifft, daB unsere Granula 
phagocytiren Ursprungs seien, so kann ich demselben schon 
durch den Hinweis darauf begegnen, daB die Phagocyten par 
excellence, die Leukocyten, von der vitalen Farbung unbeein- 
fluBt bleiben.“ 

Goldmann vergiBt dabei, daB es im Organismus zwei 
groBe Gruppen von Phagocyten gibt: die Mikrophagen = Leu- 
kocyten und die Makrophagen = Histiocyten. Beide Arten 
von Phagocyten zeigen sehr erhebliche Unterschiede. Ich wies 
bereits darauf hin, daB im allgemeinen die Mikrophagen meist 
nur das phagocytieren, was die Makrophagen nicht aufnehmen 
und umgekehrt. Ich machte ferner darauf aufmerksam, daB 
die recht hinfalligen Gebilde der Mikrophagen von den Makro- 
phagen aufgenommen werden kénnen. Endlich sind die Mikro- 
phagen keineswegs die Phagocyten par excellence. Wie Mar- 
chand*) darlegt, ist den jungen Bindegewebszellen (Makro- 
phagen, Histiocyten) eine weit stirkere phagocytire Tatigkeit 
eigen als den Leukocyten (Mikrophagen). Gerade die Zerfalls- 
produkte der Leukocyten sind die kraftigsten Erreger des 
Phagocytismus junger Abkémmlinge der Bindegewebszellen. 


1) Goldmann, Berl. klin. Wochenschr. 1912, Nr. 36. 
*) Marchand, Wundheilung, Stuttgart 1901. 
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Kiyono erhebt fernerhin den Einwand, daB die bei 
manchen Farbstoffen zu beobachtende Kernfarbung lebender 
Zellen keineswegs als Phagocytose gedeutet werden kénne. Bei 
einer Mitteilung iiber die Vitalfarbung des Sulforhodamins’) habe 
ich auch das Auftreten der Kernfarbung beriicksichtigt, so daB 
hier auf diese Mitteilung verwiesen werden kann. 

Die vorliegenden zahlreichen Versuche zeigen, daB Zellen, 
die mit Saurefarbstoffen vital farbbar sind, im allgemeinen 
auch zu phagocytieren vermégen, daB mit einer Zunahme des 
Vermogens zu phagocytieren die Fahigkeit, Farbstoffe zu 
speichern, wachst, daB unter dem EinfluB starker Farbstoffauf- 
nahme die Zellen den gleichen Vermehrungsreiz erfahren wie 
nach lebhaftem Phagocytieren. Eine weitere Ahnlichkeit besteht 
darin, daB unter dem Reiz der vitalen Farbung die sessilen 
Zellelemente zunehmende Neigung zeigen, amdboid beweglich 
zu werden, wie denn auch starke Phagocytose die Neigung 
der Zellen, sich aus ihren Verbinden zu lésen und zu wan- 
dern, erhoht. 

Die Erscheinung der amdboiden Beweglichkcit aber hat 
nach den jetzigen Anschauungen der Physiologen die gleichen 
Ursachen wie die Phagocytose. So sagt Luigi Luciani®): 

»Nach den neueren Untersuchungen von Leber, Mas- 
sart, Bordet und anderen wiirden die Erscheinungen der 
Emigration und der Phagocytose bei den weiBen Blutkérperchen 
Erscheinungen von Chemotaxis darstellen, d. h. der Eigenheit, 
durch gewisse chemische Verbindungen angezogen oder abge- 
stoBen zu werden.“ . 

Ahnlich sagt Johannes Miiller*) nach der Darstellung 
der améboiden Bewegung: 

»Der Effekt (der amédboiden Bewegung) kann auch ein 
anderer sein; lag ein festes Partikelchen in der Nahe und 
wurde dieses von zwei Protoplasmafortsitzen umflossen, so 
wird es durch Verschmelzen und Zuriickziehen der Pseudopodien 
in die Zelle aufgenommen. Das Partikelchen ist vom Leuko- 
eyten sozusagen ,gefressen‘ worden.“ 

Die Untersuchungen iiber die améboide Bewegung haben 


1) Schulemann, Zeitschr. f. exp. Pathol. u. Therap. 7, 1915, 
*) L. Luciani, Physiol. d. Menschen. Jena 1905, 1, 80. 
3) Zuntz u. Loewy, Lehrb. d. Physiol. Leipzig 1909, 362. 
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auch zu einem tieferen Einblick in das Wesen der Phagocytose 
gefiihrt, nachdem éerkannt worden war, welch enge Beziehungen 
beide Vorgiinge verkniipfen. 

In friiherer Zeit hatte man die Ausstreckung eines Pseudo- 
podiums als eine aktive Titigkeit der Zelle aufgefaBt, bis 
dann J. Gad’) an Oltropfen, die er in einer Alkalilésung sus- 
pendiert hatte, améboide Bewegung beobachtete. Mit freier 
Fettsiure an der Oberfliche des Tropfens bildete das Alkali 
Seifen, und wo diese ,lokale Seifenbildung“ stattfand, wurde 
die Oberflaichenspannung lokal erniedrigt und daher ein Pseudo- 
podium ausgestreckt. 

Ahnliche Beobachtungen machte spiater Bernstein’) an 
Quecksilbertropfen. Er erreichte améboide Bewegung durch 
lokale Chromatbildung. 

Mit dem Problem der Bewegung von Oltropfen beschiif- 
tigte sich weiterhin Quincke’). 

Aber nicht allein die Aussendung von Pseudopodien lieB 
sich auf diese Weise hervorrufen, sondern auch Lokomotion. 
So veranlaBte Rhum bler*) Rizinusédltrépfchen, die in 80°/, igem 
Alkohol suspendiert waren, in Capillaren hinein zu wandern, 
die Nelkendl, 5°/,ige Kalilauge und andere Stoffe als ,,Lock- 
mittel“ enthielten. 


9. Oberflaichenspannung und Vitalfarbung. 


Diese und andere Versuche gestatten die Annahme, dab 
der améboiden Beweglichkeit freier Protoplasmen lo- 
kale Anderungen der Oberflachenspannung zugrunde 
liegen. 

Michaelis®) hat diese Verhiltnisse in seiner Dynamik 
der Oberflichen (S. 15 bis 17) gewiirdigt. Nach seiner Ansicht 


1) J. Gad, Zur Lehre von der Fettresorption. Du Bois- Reymonds 
Arch. d. Physiol. 1878. 

2) J. Bernstein, Chemotropische Bewegung eines Quecksilber- 
tropfens. Pfliigers Arch. 80, 1900. 

%) Quincke, Uber periodische Ausbreitung von Fliissigkeitsober- 
flichen und dadurch hervorgerufene Bewegungserscheinungen. Sitzungs- 
ber. d. kgl. preuB. Akad. d. Wissensch. Berlin, 34, 1888. 

4) Rhumbler, Physikalische Analyse und kiinstl, Nachahmung 
des Chemotropismus lebender Zellen. Physik. Zeitschr. 1890. 

5) Michaelis, Dynamik der Oberflichen. Dresden 1909. 
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ist die améboide Protoplasmabewegung bedingt durch wahr- 
scheinlich lokale fermentative Prozesse unter der Wirkung von 
Reizen, die zur Bildung von Stoffen fiihren, die veraindernd 
auf die Oberflachenspannung wirken. 

Hamburger’) (S.73) kommt zu der Auffassung, daB Be- 
schleunigung der amdboiden Bewegung auch eine Beschleuni- 
gung der Phagocytose zur Folge hat. 

Die bisher vorliegenden Untersuchungen fiihren demnach 
zu dem Ergebnis, daB sowohl bei der amédboiden Bewe- 
gung wie bei der Phagocytose Anderungen in der Ober- 
flachenspannung die Ursache sind. Da nun viele Be- 
ziehungen zwischen Phagocytose und vitaler Farbbarkeit auf- 
gefunden worden sind, erscheint mir der Gedanke verlockend, 
anzunehmen, daB auch bei der vitalen Farbung bei un- 
seren Zellen die Oberflachenspannungsanderungen 
eine Rolle spielen. 

Einen EinfluB auf die Oberflachenspannung haben auch 
die meisten Saurefarbstoffe. Es wire wohl denkbar, daB hier- 
durch die Aufnahme der Farbstoffe in die Zellen bedingt wird. 

Man kénnte zwar bei Farbstoffen, die Diffusionsfihigkeit 
haben, vermuten, dab sie allein durch eben diese Fahigkeit in 
die Zelle gelangen. Diese Erklarung aber st6Bt auf Schwierig- 
keiten, denn sie sagt einmal nicht, warum die Farbstoffe in 
hoher Konzentration — selbst bis zum Ausflocken — in der 
Zelle angehiuft*?) werden, sie vermag ferner nicht anzugeben, 
wie z. B. Teilchen eines Metallhydrosols oder einer Suspension, 
die nicht diffundieren kénnen, in das Zellinnere gelangen. 

Wahrend sich bei Farbstofflosungen an der Grenze Lé- 
sung/Luft eine mehr oder weniger starke Erniedrigung der 
Oberflaichenspannung nachweisen 14Bt, haben Suspensionen und 
Metallhydrosole die gleiche Oberflichenspannung wie Wasser. 
In solchen ,,Lésungen“ aber befinden sich bereits corpusculire 
Teilchen, die trotz mangelnder Diffusionsfihigkeit die Proto- 
plasmagrenze passieren. Diese Teilchen sind mit Bakterien 
und Zellen durch mannigfache Eigenschaften (GréBenabstufung, 


1) Hamburger, Osmot. Druck u. Ionenlehre. Berlin 1912. 
*) Kime nur Diffusion in Frage, so kénnte wohl nur so lange 
Farbstoff in die Zelle diffundieren, bis ein Gleichgewichtszustand er- 


reicht ist. 
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Kataphorese usw.) verwandt. Da von den groBen Teilchen an- 
genommen wird, daB sie vermége ihrer Oberflichenaktivitat in 
die Zellen bei der Phagocytose eintreten, wird man von den 
kleinen Teilchen — die ja nach meiner Ansicht auch phago- 
cytiert werden -—- annehmen diirfen, daB auch ihnen Ober- 
flachenaktivitat zukommt. Diese Oberflachenaktivitaét aber hatte 
dann ihren Sitz in der Grenze fest/ fliissig und laBt sich ex- 
perimentell nicht bestimmen. 

So miissen meine Vermutungen Vermutungen bleiben, da 
dem Experiment hier noch Grenzen gezogen sind. 

Auf anderem Wege gelangte bereits J. Traube zu einer 
ahnlichen Anschauung. Er sagt, Stoffe, die die Oberflaichen- 
spannung erniedrigen, reichern sich in der Oberfliche an; sie 
haben ,das Bestreben, die Lésung zu verlassen“ und neigen 
dazu, unter geeigneten Bedingungen durch die Grenzflache hin- 
durch in das andere Medium zu wandern. Traube schreibt 
den Lésungen einen ,,Haftdruck“ zu, der neben dem _,,Haft- 
druck“ in der hypothetischen Zellmembran Ursache des Ein- 
tritts der Stoffe in die Zelle sei. 

Hoeber weist diese Theorie zugunsten der von ihm immer 
wieder verteidigten Lipoidtheorie scharf zuriick; gewiB hat die 
Haftdrucktheorie trotzdem auf eine Tatsache aufmerksam ge- 
macht, die wohl Beachtung verdient, obwohl auch sie keines- 
wegs alles erkléren kann. So erniedrigen auch basische Farb- 
stoffe die Oberflichenspannung von Luft: Farbstofflésung, ohne 
da8 aber der Farbstoff in unsere Zellen eindringen kann. Dann 
aber vermag die Theorie nicht zu erkliren, warum nicht alle 
Zellen des tieriscuen K6rpers die Saurefarbstoffe aufnehmen. 

Ebensowenig aber kann Hoeber dies erklaren mit der 
Lipoidtheorie. Er sagt, die vitalfarbbaren Zellen — insbeson- 
dere die Nierenzellen — importierten die Farbstoffe vermdge 
einer besonderen ,,physiologischen Permeabilitat“, womit er die 
Lipoidtheorie zu retten hofft. M. E. hat Hoeber sich damit 
auch nur der .,Ubersetzung eines unbekannten Vorganges in 
eine andere Sprache“ bedient — wie er Traube Seite 231 vor- 
wirft —, ohne eine Erklarung zu geben. Nur von weiteren 
experimentellen Untersuchungen kénnen wir einen AufschluB 
iiber diese Lebensvorginge der Zellen erwarten und werden 


uns jetzt besser sagen, daS wir eine Erklarung noch nicht 
Q* 
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geben kénnen. Und Lebensvorginge sind es wohl, was wir 
beobachten. Wie ware es sonst zu erkliren, daB z. B. die 
Nierenepithelien des Frosches in geringerem Umfang die Saure- 
farbstoffe speichern, als die entsprechenden Nierenzellen der 
Maus? Wie wire es zu verstehen, daB die Leberzellen der 
Maus keine Trypanblauteilchen aufnehmen, wahrend in den 
Leberzellen des Kaninchens bei der Vitalfirbung mit Trypan- 
blau massenhaft Farbstoffteilchen in den Zellen auftreten? All 
das sind eben besondere Eigenschaften der Zellen, die wir 
durch chemische oder physikalische GesetzmaBigkeiten noch 
nicht erfassen kénnen. Aus diesem Grunde wage ich auch 
nicht, so weitgehende Schliisse zu ziehen, wie dies neuerdings 
v. Méllendorff*) getan hat. So sehr ich auch im allgemeinen 
mit den Versuchsergebnissen dieses so verdienstvollen Forschers 
iibereinstimme, so muB ich doch seinen SchluBfolgerungen einige 
Einwande machen. 

v. Méllendorff ist der Ansicht, daB gerade dort eine 
Vitalfarbung eintritt, wo eine stindige starke Durchstromung 
der Zellen mit Farbstofflésung anzunehmen ist. Seine Versuche 
beziehen sich im besonderen auf Niere und Leber. Fiir die 
Niere weist v. Méllendorff selbst, ebenso wie Suzuki u. a. m., 
nach, daB die Farbstoffe wohl zunachst durch den Glomerulus 
filtriert werden. Diese stark durchstrémten Glomeruluszellen 
bleiben aber fast stets ohne Farbstoffspeicherung. Diese tritt 
erst in den Epithelien der Tubuli contorti ein. Ob und in 
welcher Richtung die Epithelien durchstrémt werden, ist noch 
nicht erwiesen. Sehr starke Speicherung sehen wir hier auch, 
wenn starke Farbstoffniederschlige im Lumen der Tubuli con- 
torti entstanden sind. Hoch diffusible Farbstoffe hingegen, die 
in gréBten Mengen die Nieren durchstrémen, geben oft gar 
keine Vitalfarbung. Auch an der Leber sehen wir dies. Hoch 
diffusible Farbstoffe werden von den Sternzellen gar nicht ge- 
speichert, nicht diffusible und Farbstoffpartikelchen werden am 
stiirksten gespeichert, obwohl gerade diese die Zellen sicher 
nicht ,durchstrémen“. Durchstrémung ist also keineswegs eine 
Bedingung fiir Speicherung. 





*) v. Méllendorff, Zeitschr. f. allgem. Physiol. 17, 125, 1916. — 
Kolloidzeitschr. 18, 81, 1916. 
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Der Hauptunterschied zwischen v. Méllendorffs und 
meinen Anschauungen liegt m. E. darin, daB von v. Méllen- 
dorff sowohl die Verteilung der Farbstoffe im Kérper wie 
auch ihre Speicherung in den Zellen von denselben Gesichts- 
punkten aus erklaren will, was ich fiir nicht zulissig halte, 
wie ich bereits friiher eingehend darlegte. Nur die Verteilung 
der Farbstoffe im Kérper ist m. E. voll und ganz durch phy- 
siko-chemische Gesetze erklirbar. Fiir die Speicherung fehlt 
noch eine vollstandige Erklarung, obwohl mancher Weg zur 
Lésung bereits beschritten ist. Aus diesem Grunde halte ich 
es auch fiir besser, die Vitalfarbung durch den von mir er- 
weiterten Begriff der Phagocytose zu erkliren und nicht um- 
gekehrt die Phagocytose durch die Vitalfarbung als in ihrem 
Wesen geklirt anzusehen, wie v. Méllendorff dies in der 
Kolloidzeitschrift vorschlagt. 


VIL. Chemische Konstitution und Vitalfarbungsvermégen. 


In unserem Zeitalter der ,Chemotherapie“ ist es Brauch, 
zu fragen, welche Beziehungen bestehen zwischen chemischer 
Konstitution und biologischem Verhalten untersuchter Ver- 
bindungen? 

Auf chemische Reaktion ist die Vitalfarbung mit sauren 
Farbstoffen nicht zuriickzufiihren, so daB demnach auch nicht 
direkte Beziehungen zwischen chemischer Konstitution und 
Vitalfirbungsvermégen bestehen kénnen. 

Wohl aber sahen wir, daB die physikalischen Eigenschaften 
der Farbstofflésungen (Diffusibilitét, Neigung zur Aggregation, 
Oberflaichenaktivitat) von der Konstitution der Farbstoffe ab- 
hiangen. 

Wir lernten einmal additive Eigenschaften kennen. W. 
Biltz hat gezeigt, daB die Raumerfiillung des Molekiils, defi- 
niert durch die Atomzahl, die Diffusibilitat der Farbstoffe be- 
dingt. 

Daneben bestanden konstitutive Eigenschaften. Biltz hat 
bereits gezeigt, daB die Anwesenheit und Zahl von Sulfon- 
siuregruppen im Farbstoffmolekiil ebenso, wie sie erhéhend 
auf die Léslichkeit der Farbstoffe in Wasser, sehr deutlich 
steigernd auf die Dialysierbarkeit wirkt. 

Ich selbst wies bereits Seite 87 dieser Arbeit darauf hin, 
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daB dieser Einflu8 der Sulfonsiuregruppen auf Dialysierbarkeit 
und damit Verteilung der Farbstoffe im Tierkérper deutlich 
zutage tritt, zeigte aber auch Seite 21, daB nicht allein die 
Zahl, sondern auch die Stellung der Sulfonsiuregruppen maB- 
gebend ist. Es sei beziiglich der Einzelheiten auf die an diesen 
Stellen gegebenen Zusammenstellungen hingewiesen. 

Daneben aber sind auch noch andere konstitutive Eigen- 
schaften, von Bedeutung. Selbst die scheinbar so reaktions- 
triage Methylgruppe kann entscheidend den Léslichkeitscharakter 
eines Farbstoffes verandern. So ist Farbstoff Nr. 520 (D.R. P. 
46 711) 





N=——=N nen | 
/\/\NH, HN, 
NaO,S . /80,Na 
ein schdn rotes, wasserunlésliches und farberisch wertloses 
Pulver, wihrend Nr. 519 (D. R. P. 35615) Benzopurpurin B 





N Nc ba SN==N 
we \NH ) / \ ( H NV 
) 2 CH, HC 2 | | 


$ | 


NaO,S\_ SO,Na 


leicht wasserléslich ist und einen wertvollen substantiven Baum- 
wollfarbstoff darstellt; 519 farbt allgemein vital, 520 nur streng 
lokal. Der Unterschied zwischen 519 und 520 ist nur ein Mehr- 
gehalt von zwei Methylgruppen bei 519. 

Eine Verschiebung der Sulfonsiuregruppen in 519 von 
C, nach C, laBt wieder einen farberisch wertlosen, in Wasser 
fast unléslichen Farbstoff 


Nr. 443. 
rn KX CDN 
nda, eae aE a aa 
| CH, 4H,C | 
anh m3 Ns 
Na0,$ S0,Na 


entstehen. 

Ebenso lassen sich Kongo, Benzopurpurin 4B und andere 
verwandte Farbstoffe beziiglich Lichtechtheit, Siureempfindlich- 
keit, Farbe usw. vergleichen. 
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Eine gewisse GesetzmaBigkeit besteht ferner beziiglich der 
Stellung Auxochrom zu Chromophor bei manchen Farbstoffen. 
So ist Benzopurpurin B 


N NC » Woe 
NH. [ ( H,NZ 
CH, H,C 
NaQ,8. A. SO,Na 
ein — allerdings maBiger — Vitalfarbstoff, wahrend Benzo- 
purpurin 4B 
NH, NH, 
N: N, \N ov ove N ; oo 
Vectra f 
| | 
‘ CH, CH, t 
SO,Na NaO,S 


nur lokal vital farbt. Auch bei Oxyazofarbstoffen tritt dies 
Verhalten hervor. Das Chromophor in «-, das Auxochrom in 
A-Stellung scheint giinstiger fiir die Verteilung der Farbstoffe 
im K6rper zu sein, als die umgekehrte Stellung der beiden 
Atomgruppen. 

Es lieBe sich noch eine sehr groBe Zahl solcher Beispiele 
aufstellen, welche konstitutionelle Besonderheiten zeigen, die be- 
giinstigend auf das Vermdgen, allgemein vital zu farben, wirken. 
Diese GesetzmaBigkeiten sind aber stets nur auf engumgrenzte, 
nahe verwandte Farbstoffgruppen beschrinkt, so daB ich von 
weiteren Beispielen absehe. 

Eine Erklarung fiir diese Erscheinungen zu geben, er- 
schienen die Arbeiten Ostwalds und anderer geeignet’). 

Die elektrolytische Dissoziationsfahigkeit organischer Séuren 
und Basen hangt mit dem Bau ihres Radikals zusammen. Es 
ist im allgemeinen zu unterscheiden zwischen: 

1. negativierenden Radikalen wie C,H,, OH, 8, Halogenen 
usw., die durch Eintritt in das Molekiil der Verbindungen die 
Aufnahme der (negativen) Anionenladung beférdern, 

2. positivierenden Radikalen, wie NH,, CH,, C,H,;, H usw., 
die begiinstigend auf die Aufnahme der (positiven) Kationen- 
ladung wirken. 


1) ef. Nernst, Theoretische Chemie VII. Aufl. 8. 541. 
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Neben diesen additiven kommen auch konstitutive Einfliisse 
zur Wirkung, d. h. nicht nur Zahl und Art, sondern auch Stellung 
der Radikale im Molekiil und zueinander beeinflussen die Disso- 
ziationsfaihigkeit (Unterschiede der o-, m- usw. Stellung in aro- 
matischen Kernen). 

Ferner ist an den Einflu8 der Radikale aufeinander und 
die dadurch bedingte Modifikation der Diisoziationsfaihigkeit 
zu denken. 

Nernst bemerkt hierzu (S. 542), dali wir bei der Be- 
trachtung des Einflusses eingefiihrter Radikale auf die Licht- 
absorption des Chromophors auf ahnliche Verhaltnisse stoBen, 
was im Zusammenhang mit vorliegender Arbeit besonders be- 
deutungsvoll erscheint. 

Im Lichte der Ostwaldschen Arbeiten kann es so ver- 
standlich erscheinen, warum ein Amidoazofarbstoff — mit dem 
positivierenden NH,-Radikal — schlechtere allgemeine Vital- 
farbung geben kann als ein Oxyazofarbstoff sonst gleicher Kon- 
stitution — aber mit dem negativierenden OH-Radikal. 

Komplizierter schon wire die Erklirung, warum das eben 
angefiihrte Benzopurpurin B besser allgemein vitalfirbt als 
das Benzopurpurin 4B. Da8 konstitutive Einfliisse hier mab- 
gebend sind, ist ja zweifellos, doch miiBte eine eingehendere 
Erklarung der Einfliisse — etwa unter Zuhilfenahme der Lehre 
von der Teilbarkeit der Valenz — gar zu hypothetisch erscheinen, 
so verlockend dies auch nach den Arbeiten Kauffmanns’) und 
besonders Gebhards’) ware. 

Noch verwickelter scheinen uns die Verhaltnisse bei den 
S. 134 angefiihrten Farbstoffen 520 und 519 zu liegen. 

Die positivierende CH,-Gruppe in 519 miiBte die Disso- 
ziationsfahigkeit des Farbstoffes gegen 520 herabsetzen, wenn 
hier so einfache Verhiltnisse wie in der Fettsiurereihe (Amei- 
sensdure, Essigséure usw.) herrschen wiirden. Allein der Dissozia- 
tionsgrad von 519 scheint — nach unseren Versuchen zu schlieSen 
— héher als der von 520 zu sein. Hier ist zu beriicksichtigen, 
daB die CH,-Gruppen in ein kompliziertes Molekiil eintreten 


’) Kauffmann, Die Valenzlehre. Stuttgart 1911. 
*) Gebhard, Journ. f. prakt. Chemie. Neue Folge 84, 561, 1911, 
86, 540, 1912. Chem.-Ztg. 1913 (Céthen), Nr. 59, 61, 63, 66, 67, 71, 76. 


Vitale Farbung mit sauren Farbstoffen. 137 


und nur iiber den Benzidinkern, die chromophoren Azogruppen 
und die Naphthalinkerne auf die dissoziationsfahigen SO,H- 
Gruppen wirken kénnen. Ja gerade die Zwischenschaltung des 
Chromophors zwischen CH, und SO,H lat die Umkehrung 
der positivierenden CH,-Wirkung in diesem Falle in eine ne- 
gativierende wahrscheinlich werden. 

Spezielle Schliisse, sowie das Eingehen auf Einzélheiten 


erscheinen mir noch nicht erlaubt. 

Wohl aber ergeben sich folgende Gesichtspunkte: 

Die Atomgruppen wirken intramolekular auf das Molekiil, 
in das sie eintreten, und umgekehrt modifiziert das Molekiil 
durch Riickwirkung auf die eingetretene Atomgruppe deren 
Reaktionsfaihigkeit. Die Resultante dieser Wechselwirkung kommt 
als physikalische und chemische Eigenschaften des Gesamt- 
molekiils zum Ausdruck. 

Nicht willkiirlich herausgerissene Atomgruppen eines Mole- 
kiils sind maBgebend fiir das biologische Verhalten einer Ver- 
bindung. Aus der Wechselwirkung der Atomgruppen auf die 
Gesamtheit des Molekiils und des Molekiils auf die Atomgruppen 
entspringen die chemischen und physikalischen Eigenschaften 
einer Verbindung, und nur aus der Betrachtung eines Molekiils 
als Ganzes, ja eventuell als Polymeres, kann das pharmakolo- 
gische Verhalten erklairt werden. 


Zusammenfassung. 


Direkte Beziehungen zwischen chemischer Konstitution 
und Vitalfarbungsvermégen bestehen bei sauren Farbstoffen 
nicht. Auch die Betrachtung der Seitenkettentheorie im Lichte 
der Theorie der Farbstoffe beweist, daB chemische Reaktionen 
nicht die Farbstoffe an Zellbestandteile binden kénnen. 

Der Gesamtvorgang der Vitalfirbung setzt sich aus zwei 
Hauptphasen zusammen, die sich gegenseitig iiberlagern: 

1. Die Verteilung der Farbstoffe im Tierkérper. 

2. Die Speicherung der Farbstoffe in den vitalfairbbaren 
Zellen. 

MaBgebend fiir die Verteilung der Farbstoffe im Tierkérper 
ist das physikochemische Verhalten der Farbstofflosungen. 

Je kleiner ein Farbstoffmolekiil ist, je mehr es seine Kon- 
stitution zur Dialyse befahigt, je weniger der Farbstoff zur 
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Molekiilaggregatbildung neigt, je weniger sinkende Temperatur, 
zunehmendes Alter, steigende Konzentration, vermehrter Zusatz 
von Fremdelektrolyten die Dissoziation zuriickzudrangen und 
die Assoziation zu férdern vermégen, um so schneller wird ein 
Farbstoff diffundieren, um so schneller auch diffus die tierischen 
Gewebe durchtrinken, um so schneller wird er vom Tier wieder 
ausgeschieden. Solche Farbstoffe verhalten sich wie Elektrolyte. 

Je groBer ein Farbstoff hingegen ist, je mehr seine Kon- 
stitution es an der Dialyse verhindert, je mehr der Farbstoff 
zur Molekiilaggregatbildung neigt, je mehr sinkende Tempe- 
ratur usw. die Dissoziation zuriickzudrangen und die Assoziation 
zu fordern vermag, um so langsamer wird der Farbstoff diffun- 
dieren, um so geringere Farbstoffmengen werden iiberhaupt dif- 
fusionsfahig sein, um so langsamer wird der Farbstoff die tierischen 
Gewebe durchtrianken, um so langsamer wird er auch vom Tier 
wieder ausgeschieden. Solche Farbstoffe verhalten sich wie 
Semikolloide, sie zeigen in waBriger Lésung teils Elekrolyt-, 
teils Kolloidcharakter. 

Unter weiterer Steigerung der genannten Bedingungen ge- 
langen wir endlich zu Farbstofflésungen, die nicht mehr zur 
Diffusion befahigt sind und den Charakter einer Kolloidlésung 
zeigen. Solche Farbstoffe bleiben am Injektionsort im tierischen 
Korper liegen, bzw. gelangen sie nur dahin, wohin in offenen 
Wegen die Gewebssifte sie hintragen. 

Dieser Art von Farbstoffen schlieBen sich zwanglos eine 
Reihe kolloider Metallésungen im biologischen Verhalten an. 

Die Allgemeinfarbung ist auf die als Elektrolyte gelosten 
Farbstoffe beschrinkt, bzw. auf den diffusionsfahigen Anteil 
der semikolloiden Farbstofflésungen. Eine scharfe Grenze ist 
nicht zu ziehen, da es nicht mdglich ist, genau zu sagen, wo 
die Elektrolyteigenschaften aufhéren und die Kolloideigenschaften 
beginnen. 

Die Gesetze der Verteilung der sauren Farbstoffe im Tier- 
kérper waren damit eindeutig festgelegt. 

Fiir die Speicherung der Farbstoffe in den Zellen kénnen 
diese Bedingungen nicht allein maBgebend sein. 

Einen gewissen Einblick geben hier folgende Beobachtungen: 

Bei der Vitalfarbung mit manchen Saurefarbstoffen (Kongo- 
rubin, Bordeaux usw.) und Metallhydrosolen (Gold) ist mit 
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der Speicherung in den Zellen eine Farbvertiefung von rot 
nach blau (Metachromasie) verbunden. 

Es wurde bewiesen, daB die Ursache der Metachromasie 
nicht eine chemische Reaktion ist. Die Farbvertiefung ist allein 
bedingt durch die fortschreitende Bildung bezw. VergréBerung 
der Molekiilaggregate. 


Die Speicherungsgranula in den Zellen entstehen erst unter 
dem EinfluB der sauren Farbstoffe. 

Die mannigfaltigen Beziehungen, die zwischen améboider 
Beweglichkeit, Phagocytismus und Farbbarkeit mit sauren Farb- 
stoffen bestehen, lassen mich daran denken, daB auch bei der 
vitalen Farbung mit sauren Farbstoffen Oberflachenreaktionen 
an den Zellgrenzen eine Rolle bei der Farbstofispeicherung 
spielen. 

Die notwendigen Einschrinkungen dieser allgemeinen Dar- 
legung finden sich im Text der Arbeit. 


Fiir die Beziehungen zwischen chemischer Konstitution 
und Lésungseigenschaften der Saurefarbstoffe, denen sie ihre 
biologischen Eigenschaften (Verteilung im Tierkérper) verdanken, 
gilt allgemein: 

Die Atomgruppen wirken intramolekular auf das Molekiil, 
in das sie eintreten, und umgekehrt modifiziert das Molekiil 
durch Riickwirkung auf die eingetretene Atomgruppe deren 
Reaktionsfihigkeit. Die Resultante dieser Wechselwirkung kommt 
als physikalische und chemische Eigenschaften des Gesamt- 
molekiils zum Ausdruck. Es ergibt sich daraus die Lehre fiir 
die Vitalfirbung im besonderen und fir die ,Chemotherapie“ 
im allgemeinen: 

Nicht willkiirlich herausgerissene Atomgruppen eines Mole- 
kiils sind maBgebend fiir das biologische Verhalten einer Ver- 
bindung. Aus der Wechselwirkung der Atomgruppen auf die 
Gesamtheit des Molekiils und des Molekiils auf die Atomgruppen 
entspringen die chemischen und physikalischen Eigenschaften 
einer Verbindung, und nur aus der Betrachtung des Molekiils 
als Ganzes, ja eventuell als Polymeres kann das pharmakolo- 
giscHe Verhalten erklart werden. 
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X. Riickblick und Ausblick. 


Die ersten Arbeiten tiber vitale Farbung mit sauren Farb- 
stoffen sind von Ehrlich, Bouffard und Ribbert ausgefiihrt 
worden. Jedoch hat Ehrlich nur wenig von seinen Ergebnissen 
verdffentlicht, Bouffard begniigte sich mit einem kasuistischen 
Beitrag, und Ribberts Arbeiten, die sich besonders mit der 
histologischen Seite des Problems befaBten, verfielen mehr oder 
weniger der Vergessenheit. 

Erst Goldmann begann 1908 mit Vitalfairbungsversuchen 
auf breiterer Basis und von neuen Gesichtspunkten aus. Sein 
friiher Tod machte es ihm unméglich, das voll Hoffnung und 
mit groBem Erfolg begonnene Werk weiter auszubauen. In 
zwei groB angelegten Arbeiten aber hat er die Grundlagen der 
neuen Forschungsrichtung dargelegt und gezeigt, welch viel- 
seitiger Anwendung sie fahig ist. Viele neue Tatsachen hat er 
gezeigt, die Losung vieler Probleme eingeleitet und vor allem 
auBerordentlich anregend zu neuer Arbeit gewirkt. So stehe 
ich nicht an, ihn als den wahren Begriinder der neuen Methodik 
hinzustellen. 

Wie befruchtend Goldmanns Arbeiten gewirkt haben, zeigt 
die sehr groBe Zahl von Arbeiten, die nach ihm im Laufe der letz- 
ten Jahre erschienen sind und sich der neuen Methodik bedienen. 

Von der groBen Zahl von Vitalfarbungsarbeiten seien hier 
nochmals besonders die hervorragenden Arbeiten Aschoffs 
genannt, die er von seinen Schiilern Suzuki und Kiyono 
ausfiihren lieB. Hingewiesen sei ferner auf die ausgezeichnete 
Bearbeitung, die das Vitalfairbungsproblem neuerdings durch 
v. Méllendorff gefunden hat. 

Welche Fiille neuer Tatsachen die Anwendung des Vital- 
farbungsproblems ergibt auf fast allen Gebieten medizinischer 
Wissenschaft, geht daraus von neuem hervor. Der Grund hierfiir 
ist darin zu suchen, daB 

1. die Ablagerung der sauren Farbstoffe parallel geht der 
Verteilung vieler Stoffe und Stoffwechselprodukte im gesunden 
und kranken Organismus, 

2. durch die Vitalfirbung Zellen differenziert werden, die 
fiir physiologische wie pathologische Vorginge im K6rper von 
ungeheurer Wichtigkeit sind, 
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3. die Methode Einblicke in Vorgainge im lebenden Tier 
gestattet, die mit anderen Methoden gar nicht oder nur unvoll- 
kommen erreicht werden kénnen. 

Aus der Zahl der Probleme, zu deren Lésung die Vital- 
farbung beigetragen hat oder von denen zu erwarten ist, daB 
sie beitragen wird, seien im folgenden einige angedeutet: 

Auf dem Gebiete der normalen wie pathologischen Anatomie 
hat die Vitalfirbung sich besonders in der Histologie des Blutes 
und Bindegewebes als Forschungsmethode bewahrt. Ich erinnere 
besonders an Aschoffs Untersuchungen iiber die Histiocyten, 
deren Genese und weiteres Schicksal von ihm klarer als von 
anderen Autoren prazisiert worden ist. Welche Wichtigkeit 
gerade diese Frage hat, geht aus Ergebnissen von Versuchen 
hervor, die das Verhalten der Blut- und Bindegewebszellen 
bei physiologischen und pathologischen Vorgangen, wie z. B. 
Involution des Ovariums, Graviditat, Wundheilung im weitesten 
Sinne des Wortes, Entziindung usw. zum Gegenstand haben. 
Auch bei anderen pathologischen Vorgingen ist die Vitalfarbung 
berufen, wichtige Aufschliisse zu geben. Die Anschauungen 
iiber die den Tuberkel bildenden Zellen bei der Tuberkulose 
sind fester gegriindet worden, die cellulaire Abwehrreaktion des 
Organismus bei der Infektion mit Eitererregern wurde von 
neuein mit Erfolg untersucht. Die Methode gab ferner einen 
Einblick in die feineren Vorgiinge bei der Vergiftung eines 
Tieres durch die verschiedensten Chemikalien wie Cumarin, 
Kokain, Chloroform, Phosphor, Uran, Sublimat usw. Namentlich 
liegen beziiglich der Pathologie der Niere eingehende Unter- 
suchungen vor. Interessante Einblicke gewihrte die Vitalfarbung 
in die Biologie der bésartigen Geschwiilste und noch viele andere 
pathologische Vorginge. 

Ein Schritt von wahrscheinlich weittragender Bedeutung 
im besonderen fiir die Himatologie und die Bindegewebslehre 
ist kiirzlich von v. Méllendorff gemacht worden, dem es zum 
ersten Male gelang, embryonale Zellen (Froschlarven) mit sauren 
Farbstoffen vitalzufarben, nachdem Hoffmann gezeigt hatte, 
daB embryonale Zellen in Gewebskulturen die Firbung annehmen. 

Aber nicht nur fiir die histologische anatomisch-patholo- 
gische Forschung, sondern auch fiir physiologische und pharma- 
kologische Probleme ist die Vitalfirbung von Bedeutung. Sie ge- 
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stattet manchen Einblick in die Vorginge des Stoffwechsels im 
Organismus und die in den Zellen selbst unter physiologischen 
und pathologischen Bedingungen. Wahrscheinlich wird es méglich 
sein, besonders iiber den Fett- und EiweiBstoffwechel ein klares 
Bild zu gewinnen, namentlich der niedrigeren EiweiSabbaupro- 
dukte wie der Peptone, die in physikochemischer Hinsicht 
mit den sauren Farbstoffen manche Ahnlichkeit zeigen. Die 
Lehre von den ,,Zellgranula* mu8 in einem neuen Licht er- 
scheinen. Namentlich halte ich es fiir wahrscheinlich, daB die 
Chondriosomen, Mitochondrien mancher Zellarten usw. sich als 
gespeicherte EiweiBstoffwechselprodukte und nicht als Zell- 
organula entpuppen werden. 

Andere bei pathologischen Vorgingen im Ko6rper auftre- 
tende Substanzen, wie Cholesterin, zeigen bemerkenswerte Ana- 
logien mit der Vitalfirbung (Aschoff, Anitschkow), ferner 
die Harnsaure (ich hatte Eckert zu Versuchen in dieser Rich- 
tung angeregt, die leider iiber die allerersten Anfange nicht her- 
ausgekommen sind’), die Gallenfarbstoffe bei Ikterus (Kiyono), 
der Kohlenstoff bei Anthrakosis. 

Endlich sei nochmals auf die Physiologie der Harnbereitung 
hingewiesen, wo die Vitalfarbung ja schon seit langen Jahren 
eine wichtige Forschungsmethode darstellt. 

Auf pharmakologischem Gebiet ist die Vitalfarbung mit 
sauren Farbstoffen nach vielen Richtungen von Bedeutung. 

Sie muB notwendig zu einer Revision der heutigen An- 
schauungen der Seitenkettentheorie fiihren, sie gestattet einen 
Einblick in die Verteilung einer Gruppe von Stoffen im Orga- 
nismus und lehrt uns deren Gesetze kennen, um vielleicht im 
Zusammenhang mit den pathologisch-histologischen Arbeiten 
neue Wege fiir die Synthese spezifisch wirkender Arzneistoffe 
zu weisen. Die Pharmakologie der Kolloide erfaihrt durch die 
Untersuchungen mit Vitalfarbstoffen eine Erweiterung. 

Fiir toxikologische Untersuchungen gibt die Vitalfarbung 
die Méglichkeit, bereits feinere Schadigungen vieler Zellen zu er- 
kennen und besonders in den Organen die durch die Vergiftung 
getéteten Zellen von den ungeschadigten im histologischen Pra- 


parat auseinanderzuhalten. 


1) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 74, 1913. 





Ein Beitrag zur Biochemie der Pflanzen. 


Von 
A. Stutzer (Godesberg). 


(Hingegangen am 5. Dezember 1916.) 


Nach einer weitverbreiteten Ansicht ist die Reaktion des 
Bodens, in dem unsere Kulturpflanzen wachsen, neutral, wenn 
wir vom Moorboden, von schlecht durchliifteten Wiesenbéden 
und von solchen Ackerbéden absehen, die durch das Wachs- 
tum gréBerer Mengen bestimmter Pflanzen, z. B. von Rumex- 
arten gekennzeichnet sind. 

Diese Ansicht ist nicht zutreffend. Wirklich neutral rea- 
gierende Béden kommen viel seltener vor als solche, die ent- 
weder eine deutlich alkalische oder saure Reaktion haben. Wir 
wissen aus der Bakteriologie, daB gewisse Arten von Bakterien 
eine stark alkalische Reaktion des Nahrbodens bevorzugen, 
andere bei nahezu neutraler Reaktion sich gut entwickeln, da- 
gegen die Schimmelpilze bei Gegenwart von freien Sauren am 
besten gedeihen. 

Die verschiedenen Arten der héheren Pflanzen stellen in 
ihnlicher Weise sehr ungleiche Anspriiche an die Reaktion des 
Bodens, jedoch ist dies Gebiet (unter Beachtung des durch die 
Analyse genau festgestellten Gehaltes des Bodens an freiem 
Alkali bzw. an Séure) noch wenig erforscht. Der Landwirt ge- 
braucht zwar seit langer Zeit gebrannten Kalk oder Mergel zur 
Verbesserung des ,,sauren“ Bodens, meist jedoch aus dem Grunde, 
um die kolloidalen Eigenschaften des Ackerbodens zu andern, 
seltener deshalb, um dem Boden den Pflanzennahrstoff , Kalk“ 
zuzufiihren. Bei Mineralbéden scheint das Vorhandensein von 
Saure fiir das Wachstum der Kulturpflanzen weniger schadlich 
zu sein, als ein groBerer Gehalt an freiem Alkali. Im Girt- 
nereibetriebe ist es iiblich, den in Tépfen zu kultivierenden 
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Pflanzen einen Boden darzubieten, der bald gréBere, bald ge- 
ringere Mengen von sauer reagierenden Humusstoffen enthalt. 
Es ist eine bekannte Tatsache, da unter gewissen Voraus- 
setzungen im sauren Moorboden landwirtschaftliche und girt- 
nerische Kulturpflanzen zu recht guter Entwicklung gebracht 
werden koénnen. 

In ganz anderer Weise verhalten sich die Kulturpflanzen, 
wenn der Boden eine gréBere Menge von freiem Alkali ent- 
hilt. Soweit mir bekannt, wurde zuerst durch die landwirt- 
schaftliche Versuchsstation in Bernburg (von Hellriegel, Wil- 
farth, Kriiger, Wimmer) nachgewiesen, da bei alkalischer 
Reaktion des Bodens bei den Zuckerriiben die Herz- und 
Trockenfiule auftritt, bei Hafer die Dérrfleckenkrankheit, die 
eine sehr weite Verbreitung gefunden hat, indes sehr wahr- 
scheinlich nur bei alkalischer Reaktion des Bodens, in dem die 
Haferpflanzen wachsen, vorkommt. 

Uber einige Gartenpflanzen teile ich folgende Beobach- 
tungen mit: Die bekannte Syringa vulgaris wuchs in den be- 
nachbarten Garten sehr kiimmerlich, auf den Blattern waren 
groBe rote Flecke vorhanden, ahnlich denjenigen Flecken, die 
sich bilden, wenn Pflanzen durch saure Gase geschadigt werden. 
Das Vorhandensein saurer Gase war im vorliegenden Falle voll- 
kommen ausgeschlossen. 

In meinem neu angelegten Garten pflanzte ich kraftige, 
bisher stets gesund gewesene Syringen. Sie wurden krank, auf 
den Blattern bildeten sich groBe rote Flecke. Die Untersuchung 
des Bodens, der aus der Umgebung der Wurzeln einer beson- 
ders stark geschidigten Syringe entnommen war, ergab, daB in 
1 kg des trocknen Bodens 0,88 g freies Alkali in wasserléslichem 
Zustande vorhanden waren. Das freie Alkali mu8te nachteilig 
gewirkt haben. 

In dem Garten wurden sehr verschiedene Sorten von Rosen 
gepflanzt. Die Pflanzen waren beim Einpflanzen vollkommen 
gesund, gewisse Arten wurden in der Folgezeit von Meltau 
stark befallen und entwickelten sich nur kiimmerlich. Andere 
Pflanzen, wie Lathyrus odoratus, Reseda, Tropiolum usw. 
wuchsen in demselben Boden sehr gut. 

Bei einigen hochstémmigen Rosen nahm ich die Erde bis 
zur Hauptwurzel vorsichtig heraus und ersetzte sie durch Torf- 
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mull, der im lufttrocknen Zustande in 1 kg 16,6 g Saure (auf 
H,SO, berechnet) enthielt. Die durch Meltau befallenen Blatter 
wurden abgeschnitten. Niedrige Rosen nahm ich ganz aus der 
Erde heraus, sie wurden stark zuriickgeschnitten und die Wur- 
zeln in ein Gemenge von Torfmull mit wenig Erde eingebettet. 
Stets ist der Boden mit den nétigen Nahrstoffen neu gediingt. 
In allen Fallen zeigten die Rosen jetzt ein freudiges Wachs- 
tum, sie bildeten viele neue Blatter, der Meltau war spurlos 
verschwunden. 

Hiernach diirfte es sowohl im landwirtschaftlichen wie 
auch im gartnerischen Betriebe sehr wichtig sein, die Reaktion 
des Bodens zu kennen, insbesondere bei der Bekaimpfung 
von Pflanzenkrankheiten. Ich frage: Steht beispielsweise 
das Vorkommen von Perenospora in irgendwelchen Beziehungen 
zur Reaktion des Bodens in ahnlicher Weise wie das Auftreten 
der Dorrfleckenkrankheit des Hafers, der Herz- und Trocken- 
faule der Zuckerriiben oder der Krankheiten, die ich vorstehend 
fiir Syringen und Rosen erwahnte? 

Ich habe aus Weinbergen, in denen Oidium und Pere- 
nospora seit langer Zeit stark aufgetreten sind, die Feinerde 
untersucht und gefunden, daB 1 kg der trocknen Feinerde 
durchschnittlich 0,5 g in Wasser lésliches Alkali enthalt, d. h. 
alkalisch reagierende Substanz. 

Am sogenannten Vorgebirge bei Bonn tritt der Stachelbeer- 
meltau teilweise recht stark auf. Ich entnahm aus einer gré- 
Beren Plantage Erdproben und stellte fest, daB 1 kg der trocknen 
Feinerde 0,88 g alkalisch reagierende Substanz enthalt. 

Nach meiner Ansicht ist es bei pflanzenpathologischen 
Untersuchungen durchaus nétig, auf die Reaktion des Bodens 
Riicksicht zu nehmen. Das Beobachtungsmaterial, das bisher 
in dieser Hinsicht vorliegt, ist recht diirftig. Sache der pflanzen- 
physiologischen Versuchsstationen wird es sein, hieriiber Auf- 
klarung zu schaffen. 

Eine willkiirliche Anderung der Reaktion des Bodens, z. B. 
bei der Bekimpfung von haufig auftretenden Pflanzenkrank- 
heiten, wird im girtnerischen Betriebe leichter als im land- 
wirtschaftlichen mdéglich sein. Wichtig ist es auch, dariiber 
Aufklarung zu suchen, bei welchem Gehalte des Bodens an 


freiem Alkali oder Saéure die einzelnen Arten von gesunden 
Biochemische Zeitschrift Band 80. 10 
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Kulturpflanzen am besten gedeihen. Die diesbeziigliche Kr- 
weiterung unserer Kenntnisse wiirde von groBer Bedeutung fiir 
die landwirtschaftliche Praxis sein. Ich habe einige Beobach- 
tungen bei wild wachsenden Pflanzen gemacht, iiber die ich 
nachstehend kurz berichte. 

Auf einem Felde fand ich eine fast vollstandige Reinkultur 
der Ackerdistel (Cirsium arvense). Die Untersuchung des Bodens 
ergab, daB in 1 kg der trockenen Feinerde 0,98 g in Wasser 
losliche, alkalisch reagierende Substanz enthalten waren. Diese 
Zahl ist sehr hoch. Der in einer anderen Gegend von einem 
Distelfelde entnommene Boden hatte 0,90 g alkalisch reagierende 
Stoffe. Es wiirde nachzuforschen sein, ob diese Distelart all- 
gemein die alkalische Reaktion des Bodens bevorzugt, oder ob 
meine Beobachtungen nur zufallige sind. Der Landwirt kennt 
gewisse Pflanzenarten, deren Vorkommen anzeigt, daB der Boden 
sauer ist, aber er weif bisher nichts von Pflanzen, die eine 
alkalische Reaktion wahrscheinlich machen. Zu den sauren 
Pflanzen rechnet man beispielsweise Sauerampfer (Rumex) und 
Schachtelhalm (Equisetum). Die Untersuchung der Erde eines 
Feldes, auf dem viel Rumex war, ergab 0,34 g Saure in 1 kg 
der trockenen Feinerde. Der Boden, in dem Equisetum silva- 
ticum auffallend gut gedieh, hatte 0,51 g Saure. 

Einen wesentlich héheren Sauregehalt hatten Waldbéden, 
in denen Farnkriuter wuchsen. Boden aus der Umgebung der 
Wurzeln von Aspidium filis mas entnommen, hatte 3,74 g Saiure 
und ein Boden, in dem Pteridium aquilinum 1'/, m hoch ent- 
wickelt war, enthielt 3,85 g Saéure in 1 kg der trockenen Fein- 
erde eines fast humusfreien Mineralbodens. 

Der Landwirt halt das iippige Wachstum gewisser Ried- 
griiser (Cyperaceen) und Binsen (Juncaceen) fiir ein sicheres 
Zeichen, daB der betreffende Boden sauer und fiir gute Graser 
nicht geeignet ist. Es wird geraten, einen solchen Boden 
mit gebranntem Kalk oder mit Mergel zu bestreuen, um die 
Saure des Bodens zu neutralisieren. Nach meinen Unter- 
suchungen ist ein solcher Boden nicht selten neutral oder 
sogar alkalisch. Jedenfalls miissen die Beziehungen jener 
Pflanzen zur Reaktion des Bodens noch niaher aufgeklart 
werden, da es eine falsche MaBnahme sein wiirde, einem nicht 
alkalisch reagierenden Boden Atzkalk oder Calciumcarbonat 
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zuzufiihren. Abgesehen von dieser praktischen Bedeutung hat 
es ein wissenschaftliches Interesse, die Beziehungen der Reak- 
tion des Bodens (also des Gehaltes an freier Séure bzw. an 
freiem Alkali) zur Entwicklung der verschiedenen Pflanzenarten 
naher kennen zu lernen, und teile ich nachstehend mit, in 
welcher Weise von mir der Gehalt an Saéure und Alkali quan- 
titativ bestimmt wird. 

Im Band 69, 8. 305 bis 308 dieser Zeitschrift habe ich An- 
gaben gemacht iiber ,die Bestimmung sehr geringer Mengen 
von freien Séuren oder alkalisch reagierenden Stoffen in Fliissig- 
keiten vegetabilisehen oder animalischen Ursprungs*. Baumann 
und Gully hatten schon friiher das Prinzip jener Methode bei 
der Untersuchung von Boden angewendet, ich habe in letzter 
Zeit das Verfahren weiter ausgebildet. 


Prinzip des Verfahrens. 


Bringt man eine saure Substanz mit einer Lésung von 
Kaliumjodat und Kaliumjodid zusammen, so vereinigt sich die 
Saure mit Kalium, voriibergehend entsteht ein Gemenge von 
HJ und HJO,; dieses wird aber sofort unter Freiwerden von 
Jod nach der Gleichung zerlegt: HJO, +5 HJ —J, +-3H,0. 
Das frei gewordene Jod wird durch Natriumthiosulfat titriert 
unter Gebrauch von Stirkelésung als Indicator. 

Reagiert der Boden alkalisch, so gibt man zu dem waBrigen 
Auszuge des Bodens eine bestimmte Menge von Schwefelsaure, 
dessen Titer auf Natriumthiosulfat eingestellt ist und ermittelt 
in gleicher Weise durch Titration die Menge des frei gewor- 
denen Jods. 127 J zeigen an 40 NaOH oder 56 KOH oder 
49 H,SO,. 





Lésungen. 





Alle Lésungen werden mit destilliertem Wasser hergestellt, 
das durch Erhitzen bis zum Sieden von Kohlensaure zuvor be- 
freit wurde. Auch bei Herstellung des waBrigen Auszuges des 
Bodens mu8 man von Kohlenséure befreites Wasser nehmen. 


I. Kaliumjodid. 80 g KJ werden zu 1 Liter gelést. 
II. Kaliumjodat. 20g KJO, werden zu 1 Liter geldst. 


III. Starkelésung jedesmal frisch bereitet. 
10* 
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IV. Titrierte Schwefelsiure "/,,, 
V. Natriumthiosulfat "/,,,. 2,48 g Na,S,O,+5H,O in 
1 Liter gelést. 


Die Lésungen IV und V werden aus vorratiger "/,,-Losung 
durch Verdiinnen mit Wasser hergestellt. Die Thiosulfatlésung 
muB haufiger frisch bereitet werden. [hr Verhaltnis zur Schwefel- 


siure wird jedesmal durch einen blinden Versuch ermittelt. 


Qualitative Priifung des Bodens. 


Von dem zu prifenden Boden ist eine gute Mittelprobe 
zu entnehmen. Es wiirde mich zu weit fiihren, wenn ich an- 
geben wollte, in welcher Weise dies am besten geschieht. Die 
im Laboratorium eingelieferte Probe wird lufttrocken gemacht, 
indem man sie in diinner Schicht ausgebreitet mehrere Tage 
lang liegen 1aBt, oder man trocknet sie bei einer 100° nicht 
iiberschreitenden Temperatur in einem grdBeren Trocken- 
schrank. Dann wird die Erde in einer Reibschale zerdriickt 
und nur derjenige Anteil verwendet, der durch ein Sieb von 
0,5 mm Lochweite gebracht war. Von diesem nimmt man un- 
gefahr 5 g, iibergieBt die abgewogene Menge mit 50 ccm destil- 
lierten Wassers, das durch Auskochen von Kohlensaure befreit 
und dann wieder kalt geworden war, und mit je 10 ccm der 
Lésungen von Kaliumjodid und Jodat. Die Mischung wird gut 
umgeschiittelt, nach einer Viertelstunde die Fliissigkeit abfil- 
triert und mit frisch bereitetem Stairkekleister versetzt. Blau- 
farbung zeigt Saiure an. Bleibt die Farbe unverandert, so ist 
der Boden in der Regel alkalisch, seltener voéllig neutral. 


Quantitative Bestimmungen. 


Friiher verfuhr ich in der Weise, daB ich 40 g von dem 
zu untersuchenden Boden in einer Flasche von 500 ccm Raum- 
inhalt mit 400 ccm Fliissigkeit tibergoB und in einem Rotier- 
oder Schiittelapparat 30 Minuten lang schittelte. Die fiir Massen- 
Analysen in agrikultur-chemischen Laboratorien gebrauchlichen 
Schiittelapparate sind meistens zur Aufnahme solcher GefaBe ein- 
gerichtet, deren Rauminhalt 1 Liter nicht iibersteigt. Ich glaubte, 
diesen Verhiltnissen mich anpassen zu sollen und einen kon- 
zentrierten Auszug aus dem Boden herzustellen, indem ich als 
Verhaltnis von Boden zur Fliissigkeit 1:10 nahm, 
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Inzwischen habe ich erkannt, daB viel gréBere Unterschiede 
im Gehalt an Saéure und an freiem Alkali hervortreten, wenn 
man das Verhaltnis vom Boden zur Fliissigkeit auf 1:50 er- 
weitert. Dies geht aus folgenden Zahlen hervor: 

















Die Analyse ergab, daB in 1 kg des lufttrockenen Bodens fol- 
— gende Mengen an Saure bzw. Alkali enthalten waren, wenn 
das Verhaltnis von Boden zur Fliissigkeit bei der Herstellung 
Nr. des Auszuges gewahlt wurde, wie 
1:10 1:50 
1 0,37 g 0,98 g freies Alkali 
2 0,45 ,, 090, +» ” 
3 0,26 ,, GOS6. s * 
4 0,24 ,, 0,34 ,, Saure 
5 0,36 ,, 0,51 ,, 
6 2,35 ,, SaOe ss 
7 1,70 ,, Rite % 





Wollte man das Verhaltnis bei der Herstellung des Aus- 
zuges wie 1: 100 wahlen, so wiirden noch gréBere Unterschiede 
zu beobachten sein. Im vorliegenden Falle handelt es sich 
nicht darum, die absolute Menge von Saure oder Alkali zu 
ermitteln, da diese um so gréBer ist, je mehr von dem Lé- 
sungsmittel gebraucht wird. Ich beabsichtige nur, eine durch 
Ubereinkunft festzulegende Methode anzugeben, bei deren ge- 
nauer Befolgung man bestimmte, zahlenmaBige Ausdriicke da- 
fiir erhalt, ob ein Boden wenig oder viel Saure, bzw. wenig 
oder viel freies Alkali hat. 


Die Ermittlung des Sauregehaltes. 


Es sei nochmals darauf hingewiesen, daB das destillierte 
Wasser, das zur Bereitung der Salzlésungen oder des Boden- 
auszuges verwendet wird, durch Auskochen von geléster Kohlen- 
siure befreit sein muB. Man benutzt das Wasser, nachdem es 
dann auf ungefahr 20° wieder erkaltet ist. 

Von dem zu untersuchenden Boden werden 10g in eine 
MaBflasche von 500 ccm Rauminhalt gebracht, je 25 ccm der 
Kaliumjodid- und der Kaliumjodatlésung daraufgegossen und 
mit destilliertem Wasser bis zur Marke aufgefiillt. Die Mi- 
schung wird 30 Minuten lang in einem Rotierapparat geschiittelt 
und die Fliissigkeit dann durch ein Filter von 12 bis 15 cm 
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Durchmesser abfiltriert. Die ersten 75 bis 100 ccm des Filtrates 
fangt man gesondert auf und beseitigt sie, weil die Fasern des 
Filtrierpapiers eine kleine Menge von freigewordenem Jod ab- 
sorbieren. Von dem ibrigen Filtrat nimmt man 250 ccm (ent- 
sprechend 5 g des urspriinglichen Bodens), setzt frisch bereitete 
Stairkelésung hinzu und titriert mit Natriumthiosulfat ® bis 
die blaue Farbe der Jodstarke verschwunden ist. 


100° 


Durch einen blinden Versuch iiberzeugt man sich jedes- 
mal, ob 25 ccm "/,9)-Schwefelsiure = 25 cem ®/,9-Thiosulfat- 
losung entsprechen, nachdem man die Schwefelsiure mit Kalium- 
jodid- und Jodatlésung und mit Starkekleister vermischt hatte. 

Das Thiosulfat setzt mit freiem Jod nach folgender Gleichung 
sich um: 2 Na,S,0, + J, = 2 NaJ + Na,S,0,. Wirkt Saure auf 
das Gemenge von Kaliumjodat und Jodid ein, so machen 
6 Wasserstoffionen der Saéure 6 Jod frei. 


3 H,SO, + KJO, + 5 KJ =3K,S80, + HJO, +5 HU. 
HJO, +-5 HJ =J, + 3H,0. 


Hierbei ist vorausgesetzt, daB in dem Erdauszuge andere jod- 
absorbierende Stoffe (Arsentrioxyd, Antimonoxyd, Schwefel- 
dioxyd, Ferrisalze usw.) nicht zugegen sind. Ferrisalze werden 
nicht oder nur selten im Ackerboden vorhanden sein. Eisen- 
oxyd beeintrachtigt die Analyse nicht. Ein saurer Mineral- 
boden hatte nach Beimengung von 20°/, Eisenoxyd denselben 
Sauregehalt, als ohne Zusatz von Fe,Q,. 


Berechnung. 1 ccm der "/,,.-Thiosulfatlésung zeigt an: 
0,00127 g Jod oder 0,00001 Wasserstoffion einer Saiure oder 
0,00049 g Schwefelsiure. Da wir das Molekulargewicht der im 
Boden enthaltenen Siuren nicht kennen, beziehe ich den Ver- 
brauch an Thiosulfat auf H,SO, und gebe an, wieviel Gramm 
Saiure in 1 kg des untersuchten lufttrockenen Bodens ent- 


halten ist. 

Bei der Titration wurden die léslichen Bestandteile von 
5 g Boden verwendet, somit zeigt jeder verbrauchte Kubik- 
zentimeter der Thiosulfatlésung 0,098 g Séure in 1 kg Boden 
an (0,00049 - 200 = 0,098). 
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Die Ermittelung des Alkaligehaltes. 


Die Behandlung des Bodens mit der Kaliumjodid-Jodat- 
losung geschieht in derselben Weise, wie sie vorstehend fiir 
die Siaurebestimmung angegeben ist. 250 ccm des Filtrates 
(entsprechend 5 g des Bodens) versetzt man mit frisch be- 
reiteter Starkelésung und mit 25 ccm "/,,.-Schwefelsiure. Man 
titriert mit Natriumthiosulfat "/,,,, bis die blaue Farbe der 
Jodstirke verschwunden ist. Bei der Berechnung sind die ver- 
brauchten Kubikzentimenter der Thiosulfatlésung von 25 ccm 
4/ oo >chwefelsiure abzuziehen. Die Differenz gibt an, wieviel 
ecm ™/,.9-‘Schwefelsiure zur Neutralisierung des in 5 g Boden 
enthaltenen freien Alkalis nétig waren. Wir wissen nicht, welches 
Alkali vorhanden ist. Wollten wir es als NaOH zum Ausdruck 
bringen, so wiirde jeder Kubikzentimeter der "/,,.-Schwefel- 
siure = 0,00040 g NaOH entsprechen. Als KOH dagegen 
0,00056 g KOH. Das Mittel beider Werte ist ungefahr der 
Zahl fiir Schwefelsiure gleich (0,00049), und empfiehlt es sich, 
die Alkalitaét in der Weise zum Ausdruck zu bringen, da® fiir 
jeden Kubikzentimeter der verbrauchten Schwefelsiiure 0,000.49 g 
Alkali angenommen wird. Zur Umrechnung auf 1 kg Boden 
haben wir den gleichen Faktor wie vorhin angegeben zu _ be- 
nutzen, bei der Titration entspricht jeder Kubikzentimeter der 
Schwefelsiure 0,098 g Alkali in 1 kg Boden. 
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Die proteolytischen Enzyme der Pinguicula vulgaris. 
Von 
K. G. Dernby. 
(Aus dem Nobelinstitut fiir physikalische Chemie zu Stockholm.) 


(Hingegangen am 8. Dezember 1916.) 


Die Pinguicula vulgaris gehért bekanntlich zu den insekten- 
fressenden Pflanzen, und in diesen mu man ja das Vorhanden- 
sein von proteolytischen Enzymen vermuten, die das auf- 
genommene EiweiB verdauen. So z. B. hat J. White’) in der 
Drosera ein pepsinahnliches Enzym gefunden, das in saurer 
Lésung koaguliertes Eiwei8 und Fibrin auflést, dagegen aber 
keine von Trypsin- oder Erepsin-Charakter. Meines Wissens 
gibt es in der biochemischen Literatur keine diesbeziiglichen 
Angaben iiber Untersuchungen betreffend Pinguicula’). 

Sowohl die Pinguicula als die Drosera kommen ziemlich 
allgemein in ganz Skandinavien vor, und nach einem allgemein 
verbreiteten Volksglauben bewirken die schleimigen Blatter in 
Beritihrung mit Milch, daB diese in einer besonderen _,,langen“ 
Form koaguliert, d. h. sehr viscos wird. Doch hat es nach 
Untersuchungen von Frl.Troili- Pettersson und Olsen-Sopp’*) 
den Anschein, als sei dies nicht zutreffend und als habe die 
in Skandinavien vielgebrauchte Dickmilch — ,,langmjolk“ — 
mit Pinguicula oder Drosera nichts zu schaffen. 


1) J. White, Proc. Roy. Soc. 88, 1910. London. 

*) Die einzige Arbeit hieriiber stammt von einem belgischen For- 
scher, Morren, her (Bull. de l’Acad. scienc. Belg. I* Ser. 39, 40, 42, 
1875/76), aber diese kann nur als qualitativ bezeichnet werden. Sein 
groBes Verdienst ist doch, daB er die Meinung energisch vertreten hat, 
daB es sich bei den insektenfressenden Pflanzen um eine enzymatische 
Verdauung und nicht um eine Bakterienwirkung handelt. 

*) Olsen-Sopp, Centralbl. f. Bakt. 33, II. Abt., 1912. 
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Doch hat, wie im folgenden gezeigt werden wird, der PreB- 
saft aus Pinguiculablattern eine besondere Einwirkung auf siiBe 
Milch und namentlich auf das Casein derselben. Die richtige 
Dickmilch soll ein wenig gegoren sein und eine schwach saure 
Reaktion aufweisen. Bei der Behandlung von siiBer Milch mit 
Pinguiculaextrakt erhalt man freilich eine viscose Fliissigkeit, 
aber von alkalischer Reaktion, und das Casein in derselben ist 
nicht koaguliert, sondern in einfachere Kérper gespalten. 

Etwa */, kg zerpfliickte Pinguiculablatter (die Pflanze hatte 
soeben angefangen zu bliihen) wurden mit Glycerin und etwas 
Chloroform iibergossen und 3 Tage bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen. Hierbei diirfte vollstandige Plasmolyse eingetreten 
sein. Hierauf wurde die durch geléstes Chlorophyll etwas 
griinbraun gefarbte Fliissigkeit durch ein Siebtuch ausgepreBt 
und in einen Dialysator mit Kollodiummembran gebracht und 
4 Tage lang dialysiert, bis alles Glycerin wegdialysiert war. 

Die dialysierte Fliissigkeit wurde im Eisschrank mit Chloro- 
form als Antisepticum aufbewahrt und dann als Enzympriparat 
angewendet. 

Das Enzympraparat enthielt nur 1 bis 1,2 mg Stickstoff 
pro 10 ccm, also waren von 500 g frischen Blattern nur ca. 
10 mg Totalstickstoff in Lésung gegangen. 

Der PreBsaft war sowohl vor als auch wahrend und nach 
der Dialyse vollstandig neutral (py 6,8 — 7, wo pg den 
Wasserstoffionenexponenten bedeutet’). 

Das Enzympraparat wurde nach ganz derselben Methode her- 
gestellt, die ich bei der Arbeit mit den proteolytischen Enzymen 
der Hefe angewendet habe und die in einer friiheren Abhand- 
lung ausfiihrlich beschrieben ist”). Bei dieser Arbeit ging her- 
vor, da8 im PreBsaft teils Enzyme von Pepsin, teils solche von 
Erepsincharakter zu finden waren. 

Um auszuprobieren, ob im Pinguiculaextrakt pepsinahnliche 
Enzyme vorhanden seien, wurde folgender Versuch gemacht: 
zu 20 ccm Acidalbumin (aus HiihnereiweiS und Salzsiure) 
wurden 10 ccm Enzymlésung zugesetzt und das Ganze auf 


*) py bezeichnet nach Sérensen (diese Zeitschr. 21, 131, 1909) 
den Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration, z. B. bedeutet 
Py = 7,8, daB die Wasserstoffionenkonzentration 10~** ist. 

*) Dernby, Medd. fr. K. Vet. Ak. Nobelinstitut 3, 14, 1916. 
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100 ccm verdiinnt. Die Mischung, die mit Chloroform versetzt 
wurde, wurde in einem Erlenmeyer-Kolben in einen Wasserther- 
mostat bei 38° gestellt. In einer Probe war die Wasserstoff- 
ionenkonzentration 10~°°, in einer zweiten 10~*? und in einer 
dritten 1077. Die Acidalbuminlésung enthielt pro Kubik- 
zentimeter 10,5 mg Totalstickstoff. Nach gewissen Zeiten wur- 
den Proben fiir Formoltitrierung entnommen, aber sie fielen 
simtlich negativ aus, nicht einmal nach 4 Tagen war etwas 
vom EiweiB gespalten. 

Ebenso, wie nachstehend gezeigt werden wird, war das 
Pinguiculaextrakt nicht imstande, in saurer Losung koaguliertes 
Casein aufzulésen. Es scheint demnach, als seien keine pepsin- 
aihnlichen Enzyme in dem in dieser Weise bereiteten PreBsaft 
vorhanden. Hiermit ist jedoch allerdings nicht bewiesen, dab 
solche im Pinguiculaextrakt nicht existieren sollten. 

Leider hatte ich keine Gelegenheit, das Verhalten des 
Pinguiculaextraktes gegen Thymolgelatine, d. hk. bei welchen 
Wasserstoffionenkonzentrationen die Verfliissigung am _ schnell- 
sten verlauft, zu untersuchen. Dies werde ich aber spiter vor- 
nehmen, und zwar mittels der vorziiglichen Versuchsanordnungen 
von Palitzsch und Walbum?). 

Um das Vorhandensein von erepsinahnlichen Enzymen zu 
konstatieren, wurde die Einwirkung des Pinguiculcextraktes auf 
Glycylglycinlésungen bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzen- 
trationen erprobt. Die Versuchsmethodik war ganz dieselbe 
wie die in der oben erwahnten Abhandlung beschriebene. Die 


Versuchsfliissigkeit bestand aus: 10 cem 0,5 n-Glycylglycin +- 2 
0 


Natronlauge (so viele Kubikzentimeter, daB die erwiinschte 
Wasserstoffionenkonzentration erreicht wurde) -- 30 ccm Enzym- 
lésung -++ chloroformhaltiges Wasser == 100 ccm. Die diese 
Fliissigkeit enthaltenden K6lbchen wurden in einen Wasser- 
thermostat bei 38° gesenkt. Nach gewissen Zeiten wurden 
15 ccm der Fliissigkeit herauspipettiert und der Aminostick- 
stoff durch Formoltitration bestimmt. Die Wasserstoffionen- 
konzentration entsprach in den fiinf Versuchen resp. py. = 6, 
7, 7,5, 8, 8,5. 
*) Palitsch und Walbum, diese Zeitschr. 47, 1, 1912. 
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Das Resultat fiel in simtlichen Fallen vollstandig negativ 
aus, nicht einmal nach 4 Tagen war in einem der Fille Amino- 
stickstoff freigemacht worden. 

Erepsinahnliche Enzyme schienen demnach in diesem Pin- 
guiculaextrakt nicht vorzukommen. 


Dagegen stellte sich heraus, daB dieser PreBsaft eine un- 
zweifelhaft proteolytische Einwirkung auf Pepton- und Casein- 
lésungen hatte. In Tabelle I sind einige Versuche mit Pepton- 
lésungen bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen an- 
gegeben. Die Versuche sind in derselben Weise wie die frii- 
heren mit Acidalbumin und Erepsin angestellten. 


Tabelle I. 
20 com Peptonlésung (6,3 mg Totalstickstoff pro Kubikzentimeter ent- 
haltend) + */,-NaOH (resp. HCl) +- 10 com Enzymlésung -+- chloroform- 
haltiges Wasser == 100 ccm. t = 38°. 





Freigemachter Aminostickstoff pro 100 ccm 


Nach a ¢ d e 
io Ohne | 
Ss - 
Stunden Enzymzusatz | | 
=7 | pr=8| pr=9 
mg mg 


Be 


0 0 
2 20 ‘ 42 | 4,2 
48 YT a 5, 8.4 7,0 








Die Formoltitrierung wurde in 20 ccm der Probe ausgefiihrt. 
Da die ganze Lésung 126 mg Totalstickstoff enthielt, wovon 
schon urspriinglich 18,2 Aminostickstoff war, sind ja die Mengen 
durch das Enzym freigemachter Stickstoff, im giinstigsten Fall 
(d) 8,4 mg, besonders klein, aber doch deutlich bemerkbar. Dab 
es sich hier nicht um eine Bakterienwirkung gehandelt hat, 
zeigt der Kontrollversuch (a), wo kein Enzym zugesetzt war 
und wo sich auch kein neuer Aminostickstoff gebildet hatte. 

Aus der Tabelle ist auch deutlich ersichtlich, daB die 
optimale Wasserstoffionenkonzentration um p,- = 8 liegt, d. h. 
das Enzym wirkt am stiarksten in schwach alkalischer Lésung 
und bei ungefihr derselben Wasserstoffionenkonzentration wie 
Trypsin. 
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Der Versuch zeigt doch deutlich, daB im Pinguiculasaft 
proteolytische Enzyme enthalten sind, die imstande sind, Pepton 
zu spalten. 


Von gréBerem Interesse ist die Einwirkung des Pinguicula- 
extraktes auf Milch, oder richtiger gesagt auf das Casein der- 
selben. In erster Linie sei bemerkt, daB in keinem Falle, 
weder bei 18° noch bei 38° das Pinguiculaextrakt im- 
stande war, die Milch ,dick“ zu machen. Dagegen stellte sich 
heraus, daB von Fett befreite Milch, an und fiir sich von neu- 
traler Reaktion, mit etwas Enzymlésung und einigen Tropfen 
Chloroform versetzt, nach einiger Zeit stark alkalisch wurde 
(Py: == ca. 9), wahrend gleichzeitig betraichtliche Mengen Amino- 
stickstoff gebildet wurden, d.h. das Casein hatte eine Spaltung 
erlitten’). Dieser Vorgang war nicht von Faulnisgeruch begleitet. 
Die Fliissigkeit war freilich viscoser als die urspriingliche Milch, 
aber keineswegs ,,dick“. 

Um dieses naher zu untersuchen, wurden einige Versuche, 
die in Tabelle II zu sehen sind, vorgenommen. Die Casein- 
lésung wurde folgendermaBen hergestellt. Gewédhnliche siiBe 
Milch wurde wahrend einer halben Stunde zentrifugiert, worauf 
die von Fett befreite Milch mit dem 4 fachen Volumen destillier- 
ten Wassers verdiinnt wurde, worauf sie nach Zusatz von Chloro- 
form im Eisschrank aufbewahrt wurde und mehrere Wochen 
haltbar war. Die hier angewendete in dieser Weise bereitete 
Lésung enthielt pro Kubikzentimeter 3,7 mg Totalstickstoff. 

Tabelle II. 
20 com Caseinlésung (3,7 mg Totalstickstoff pro Kubikzentimeter ent- 


haltend) + *®/,-NaOH (resp. HCl) + 20 com Enzymloésung -+- chloroform- 
haltiges Wasser = 100 ccm. t == 38°. 
































< a b c d e 
SS | Nur Casein 
5 8 | + Wasser 
ro 1 Weer SUPER | Sa CI 
@ | mg N| pr |meN) po [mg N| pr |mgN| px [mg N| pyr 
0} o | 72] 0 }55] 0 | 70] 0 | 80] 0 | 90 
rij re ers eee 5,6 6 | 7,2 | 198 | 84 | 16,8 | 93 
4] 0 | 72] — | Eh gt ips peat pan 
360 | 0 | 7,2] 0 | 55 152 | 8,0 | 23,5 | 9,0 | 20,0 9,5 





(mg N = mg freigemachter Aminostickstoff pro 100 ccm.) 


1) Bekanntlich zeigen die Spaltungsprodukte des Caseins eine starke 
alkalische Reaktion. 
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Ebenso wie vorher wurde in 20 ccm formoltitriert. Jede 
Probe enthielt pro 100 ccm, wie man sieht, 74 mg Totalstick- 
stoff, wovon ca. 3 mg Aminostickstoff war; im giinstigsten Fall 
(d) wurden 18 mg oder 25°/, des Totalstickstoffs gespalten. 
Die Enzymwirkung ist auch hier unwiderleglich. 

Auch hier braucht man dank dem zugesetzten Chloroform 
keine Bakterienwirkung zu befiirchten, wie dies auch die Kon- 
trollprobe (a), wo keine Enzymlésung zugesetzt wurde, zeigt. 
Hier ist kein Aminostickstoff freigemacht worden. Ein Faulnis- 
prozeB ist nicht eingetreten, nicht einmal nach ~> 360 Stunden 
war Geruch zu verspiiren. Dies ist gewissermaBen bemerkens- 
wert und verschieden von den Spaltungen mit Hefenereptase 
und Darmerepsin'), denn ein Teil der duBersten Spaltungs- 
produkte des Caseins, namentlich des Tryptophans*), kenn- 
zeichnen sich durch ihren charakteristischen Geruch. Mdéglicher- 
weise kann dies so erklart werden, daB das Pinguiculaenzym 
nicht wie die beiden anderen imstande ist, das Casein voll- 
staindig zu spalten. 

In dem Fall b in Tabelle Il, wo die Wasserstoffionen- 
konzentration 10~°-> (py. == 5,5) war, fiel sogleich alles Casein 
aus, und nicht einmal nach 2 Wochen war etwas davon auf- 
gelést, was daraus hervorgeht, daB kein Aminostickstoff frei- 
gemacht war. Dieser Versuch, ebenso wie der zuvor erwahnte 
mit Acidalbumin, zeigt, daB in dem hier angewendeten Enzym- 
praparat keine pepsinihnlichen Enzyme vorhanden waren. 

In den Fallen c, d und e klarte sich die weiBe Milch- 
mischung allmahlich und ging in eine schwach gelbe, nur ein 
wenig triibe Fliissigkeit iiber, nach 1 Tage in e, nach 2 in d 
und nach 4 Tagen in c. Dies beruht wahrscheinlich darauf, 
daB, wie aus Tabelle II in der Rubrik ,,py-“ ersichtlich, je 
langer die Spaltung fortschreitet, um so mehr wird die Fliissig- 
keit alkalisch, und das Casein und dessen Spaltprodukte sind 
ja leicht ldslich in alkalischen Fliissigkeiten. 

Aus Tabelle II geht ferner hervor, daB die optimale Wasser- 
stoffionenkonzentration des Pinguiculaenzymes bei py. = 8 bis 9 
liegt, d. h. das Enzym ist am wirksamsten bei schwach alka- 
lischer Reaktion des Mediums und gleicht hierin dem Trypsin. 


1) Dernby, l. ¢. 
*) Osborne und Guerst, Journ. of Biolog. Chem. 9 
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Ich habe von allen Versuchen Abstand genommen, die 
Dissoziationsverhialtnisse dieses Enzyms zu bestimmen, da die 
Enzymwirkung derartig gering war. Fiir genaue diesbeziigliche 
Untersuchungen sind offenbar sehr groBe Mengen Pinguicula 
erforderlich. 


Zusammenfassung. 


1. Der dialysierte PreBsaft der Blatter von Pinguicula 
vulgaris hat nicht die Fahigkeit, die Milch ,dick“ zu machen. 

2. Dagegen spaltet derselbe das Casein der Milch, aber 
nur zum Teil, bei neutraler und schwach alkalischer Reaktion. 
Ebenso wird Witte-Pepton unter denselben Bedingungen ge- 
spalten. 

3. Das hierbei wirksame proteolytische Enzym zeigt viele 
Ahnlichkeiten mit dem Trypsin. Die optimale Wasserstoff- 
ionenkonzentration desselben liegt bei py = ca. 8. Ich schlage 
hier vor, daB man dieses Enzym Pinguiculatryptase nennt. 

4. Es konnten hier keine Enzyme von Erepsin- oder Pepsin- 
charakter in diesem Pinguicula-PreBsaft nachgewiesen werden. 

















Zur Frage der Konstitution des Amygdalins. 


Von 


Arminius Bau, Bremen. 


(Eingegangen am 30. November 1916.) 


Nach Emil Fischer’) ist das Amygdalin ein Derivat der 
Maltose oder eines ganz ahnlich konstruierten Zuckers. 8S. J. 
M. Auld?) auBerte die Ansicht, die im Amygdalin steckende 
Biose, ein Zucker der Formel C,,H,,0,,, sei ein noch unbe- 
kanntes a-f-Disaccharid. 

Mit Hilfe quantitativer polarimetrischer Untersuchungen 
wiesen R. J. Caldwell und S. L. Courtauld*) nach, daB das 
Hefenenzym, das Amygdalin in Mandelnitrilglucosid und d-Glu- 
cose spaltet, von der Maltase verschieden ist. Sie nannten das 
neue Enzym Amygdalase, fiir welche die Zerstérungstemperatur 
zwischen 50° und 60°, also in der Nahe derjenigen der Mal- 
tase (55°) liegt, aber doch wohl einige Grade mehr als bei der 
letzteren betragen diirfte, denn wiasserige Hefenausziige, die 
infolge Erwarmens Maltose nicht oder kaum noch zerlegen, 
spalten dennoch das Amygdalin ziemlich stark. 

Eine gewisse Unsicherheit iiber die Existenz der Amygda- 
lase blieb aber doch bestehen, da die Zerstérungstemperaturen 
dieses Enzyms und der Maltase recht nahe beisammenliegen. 

Deshalb stellte ich neue Versuche an, zu denen mir 
Paul Lindner (Berlin) den Saccharomycodes Ludwigii Hansen 
freundlichst zur Verfiigung stellte. 

Von den zahlreichen Untersuchungen, iiber die ich in der 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 27, III, 2989, 1894; 28, IT, 1509, 1895. 
Vgl. auch diese Zeitschr. 73, 352, 1916. 
*) Nach dem Chem. Centralbl. I, 1698, 1907. 


3) Proc. Roy. Soc. B, London 79, 350, 1907. 
Biochemische Zeitschrift Band 80. 
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Wochenschrift fiir Brauerei’) ausfiihrlich berichtete, seien hier 
nur die ausschlaggebenden Versuche mitgeteilt. 


1. Kleingiirmethode nach Paul Lindner. 

In den hohlen Objekttriger kamen sterilisierte Amygdalin- 
lésungen mit und ohne Hefenabkochung als Niahrmittel, die 
dann mit 8. Ludwigii geimpft und bei 31° aufbewahrt wurden. 

In der folgenden Tabelle ist das Auftreten einer wahr- 
nehmbaren Girung mit +, einer deutlichen mit ++, einer 
starken mit +++ bezeichnet. 




















Amygdalinissung - Beobachtungsdauer in Tagen 

in °/o 1 ese “Cie Bes Se 

3 oF, ohne Nahriésung ..] ++ +++ | +++ ais 
3 y mit i ++ +++ =| +++ 
6 ,, ohne n os + ++ (e+ 
7,42 ,, mit " os +++ +++ 36| +++ 


Wir ersehen aus der Tabelle, daB in allen Fallen eine 
Garung statthatte, und wenn dieselbe bei der 6°/,igen Amyg- 
dalinlésung anfangs schwiacher verlief, so mag das vielleicht 
daran liegen, daB hier zufillig etwas weniger Hefe eingeimpft 
wurde, 


2. Garmethode nach Albert Jan Kluijver. 


Zur Anwendung gelangten mit Nahrstoffen versetzte Lé- 
sungen, die in 1 ccm 0,03 g und 0,07995 g Amygdalin ent- 
hielten. Die abgelesenen Kohlensiure-Volumina wurden auf 0° 
und 760 mm Barometerstand reduziert. 

Da nach Kluijver®*) 1 cem der Fliissigkeit 1,2 cem Kohlen- 
siure gelést enthilt, wurde dieser Wert den abgelesenen und 
reduzierten Kubikzentimetern dieses Gases zugerechnet. Nach 
den Versuchen Kluijvers (Seite 73) entspricht 1 ccm gefun- 
dener Kohlensiure 4,0 mg d-Glucose. 

Aus 511 Gewichtsteilen krystallisierten Amygdalins kénnen 
im héchsten Falle 360 Gewichtsteile d-Glucose abgespalten 
werden. 

Die angestellten Versuche sind nach der entsprechenden 
Berechnung in der folgenden Tabelle wiedergegeben: 


1) Wochenschr. f. Brauerei 34, 29, 1917. 
*) Biochem. Suikerbepalingen, Leiden 1914, 69. 
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Angewandte Dieser Menge | Kohlensaure | one seen ‘Aufspaltung: 
Menge Amyg- |entsprechende} auf 0° und Sry ell des Amyg- 
dalin d-Glucose |760mm Druck dalins 
g mg reduziert mg °%o 
0,0300 21,18 | 2887 11,548 | 54,65 
0,075 95 53,50 5,576 22,304 41,69 

















Wir ersehen aus der Tabelle, daB die Aufspaltung des 
Amygdalins durch 8, Ludwigii eine weitgehende ist. Weshalb 
bei einer héheren Konzentration des Glucosides die Hydrati- 
sierung und Vergirung gegeniiber einer nur 3°/,igen Lésung 
zuriickblieb, ist zwanglos dadurch zu erkliren, daB die anderen 
Nebenprodukte, wie Blausiure und Benzaldehyd, hemmend auf 
den GarprozeB einwirken. 


3. GroBgarversuche. 


Wahrend bei den vorstehend erwahnten Versuchen die 
Hefe in der Amygdalinlésung selbst wachsen muBte, ziichtete 
ich noch eine etwas groBere Menge der S.-Ludwigii-Hefe in einer 
mit 2°/, Traubenzucker versetzten sterilisierten Brauereibetriebs- 
wiirze. Nach der unter den iiblichen Kautelen vorgenommenen 
Waschung der Hefe wurde diese mit 100 ccm einer 3°/,igen 
Amygdalinlésung iibergossen und im Thermostaten bei 31° 
17 Tage aufbewahrt. Genaue quantitative Verhaltnisse konnten 
hier nicht innegehalten werden, da besondere Riicksicht auf 
die Vermeidung einer Fremdinfektion genommen werden muBte, 
welche Gefahr bei den Kleingirmethoden nach Paul Lindner 
und nach Kluijver nicht vorliegt oder doch verschwindend 
gering ist. 

Nach der Aufbewahrung im Warmschrank wahrend der 
Dauer von 17 Tagen lieB sich ein deutlicher Geruch nach 
Benzaldehyd wahrnehmen. In dem Destillat der vergorenen 
Lésung wurde Blausaure nicht nur qualitativ nachgewiesen, 
sondern man bestimmte auch die Menge dieser Saure, die fiir 
60 ccm Destillat (80 com wurden abdestilliert) 0,0027 g Blau- 
siure betrug. Hieraus berechnet sich eine Aufspaltung des 
Amygdalins in Blausiure, Benzaldehyd und d-Glucose zu etwa 
2,2°/,. 

Die verhaltnismaBig geringe Zerlegung des Amygdalins in 
Blausdiure und in die iibrigen Komponenten ist ein Beweis 

tS 
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dafiir, daB in dem S. Ludwigii neben dem Emulsin') noch ein 
anderes Enzym, die Amygdalase, vorhanden sein mu8, denn 
nach der Methode Kluijver wurde das Glucosid bis zu 54,65 °/, 
gespalten. 

Wir ziehen aus diesen Versuchen folgende 


4, SchluBfolgerungen. 


Der Saccharomycodes Ludwigii Hansen enthalt das Enzym 
Amygdalase sowie Hefenemulsin. Da dieser Pilz Maltose nicht 
zu vergiren vermag, also Maltase nicht enthalt, trotzdem aber 
das Amygdalin weitgehend spaltet, so ist der SchluB gerecht- 
fertigt, daB im Amygdalin keine Maltosegruppe steckt, sondern 
ein anderer Zucker von der Formel C,,H,,0,,, der aus zwei 
d-Glucose-Bestandteilen zusammengesetzt ist. 

Die Vermutung der englischen Forscher, daB im Amyg- 
dalin ein anderer Zucker als Maltose gebunden ist, wird durch 
die vorliegenden Untersuchungen in exakter Weise bestitigt. 


1) Nachdem die vorstehende Abhandlung bereits gesetzt war, er- 
hielt ich Kenntnis von der Arbeit Carl Neubergs und Eduard Fir- 
bers (diese Zeitschr. 78, 264, 1916), nach der bei der Aufspaltung des 
Amygdalins drei isolierbare Enzyme wirksam sind: die Amygdalase, die 
Prunase und die Oxynitrilase. Die beiden letzteren hatte ich unter dem 
Namen Hefenemulsin zusammengefa8t, wenn mir auch bekannt war, daB 
in dem ,Emulsin der Mandeln* mehrere Enzyme vorhanden sind. Bau. 
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Experimentelle Untersuchungen iiber das Wesen der 
Bergkrankheit. 


Von 
Erwin Rippstein. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Bern.) 


(Hingegangen am 13. Dezember 1916.) 
Mit 4 Figuren im Text. 


Untersuchungen iiber das Wesen der Bergkrankheit liegen 
schon seit fast so lange vor, wie man Beobachtungen iiber diese 
merkwiirdige, Menschen und Tier in groBen Héhen befallende 
Krankheit gemacht hat. Diese Untersuchungen haben durch- 
aus nicht zu einer einwandfreien, allseitig anerkannten Er- 
klirung gefiihrt, welche Faktoren eigentlich an den krankhaften 
Symptomen schuld sind. Von der Tatsache ausgehend, daB 
man es mit Wirkungen zu tun hat, die in der Hohe auftreten, 
hat man systematisch fast jeden einzelnen Faktor, der gegen- 
tiber der Ebene in der Hohe auftritt, als wesentlich in den 
Vordergrund geschoben. Deshalb sehen wir als Ursachen der 
Bergkrankheit entweder den Sauerstoffmangel oder den ver- 
minderten Luftdruck, unabhingig von der chemischen Zu- 
sammensetzung der Luft, oder die Kohlensiureverarmung der 
Hohenluft, oder die Ionisierungsverhaltnisse der Luft, oder die 
Lichtstrahlungsverhaltnisse, sowie manches andere bezeichnet. 

Da es ausgezeichnete zusammenfassende Betrachtungen 
iiber die Bergkrankheit gibt, so: Zuntz, Loewy, Miller und 
Caspari, Hohenklima und Bergwanderungen in ihrer Wirkung 
auf den Menschen, Berlin und Stuttgart, Bong & Co. 1906; 
H. Kronecker, Die Bergkrankheit, Urban & Schwarzenberg 
1903; O. Cohnheim, Physiologie des Alpinismus, Ergebn. d. 
Physiol. Bd. 2 u. 12, und E. Staubli, Das Hohenklima als 
therapeutischer Faktor, Ergebn. d. inn. Med. u. Kinderheilk. XJ, 
Berlin, J. Springer, 1913, sei auf diese Arbeiten verwiesen, in 
denen sich die gesamte Literatur unseres Gegenstandes befindet. 
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Bei weitem das Hauptinteresse beanspruchen die beiden 
groBen Theorien, die man als die chemische und die mecha- 
nische bezeichnet. Die chemische Theorie fiihrt alle Symptome 
der Bergkrankheit auf den Sauerstoffmange] zuriick. Die wich- 
tigsten Vertreter dieser Theorie sind Paul Bert, Zuntz und 
seine Mitarbeiter, Durig und seine Mitarbeiter und schlieBlich 
Haldane und seine Mitarbeiter. Die Hauptvertreter der 
mechanischen Theorie, die auf Albrecht von Haller zuriick- 
geht, sind Kronecker und seine Schiiler und P. Heger. 
Nach der mechanischen Theorie ist der verminderte Luftdruck, 
der Storungen des Lungenkreislaufes hervorruft, und nicht der 
Mangel an Sauerstoff in der Atmungsluft die wesentliche Ur- 
sache der Bergkrankheit. Eine Reihe von sinnreichen Ver- 
suchen und Betrachtungen ist angestellt worden, um im Sinne 
der einen oder anderen Theorie eine Entscheidung herbei- 
zufiihren. Prinzipiell scheint es mir bei der kritischen Stellung- 
nahme gegeniiber allen diesen Versuchen zunachst wichtig zu 
sein, dariiber Klarheit zu schaffen, was man eigentlich unter- 
sucht. Als Bergkrankheit im eigentlichen Sinne des Wortes 
kann nur dasjenige verstanden werden, was man an Symptomen 
auf hohen Bergen selbst beobachtet, und streng genommen 
nur das, was man an Menschen beobachtet. Was an Tieren 
zu sehen ist, hat wohl unzweifelhaft eine enge Verwandtschaft 
mit der Bergkrankheit, aber ob die Erscheinungen am Tiere 
als Bergkrankheit bezeichnet werden kénnen, steht noch dahin. 
In Laboratoriumsversuchen am Tier sollte man sich aber dar- 
auf beschrinken, genau zu prazisieren, welche speziellen Sym- 
ptome man als Kriterien fiir die Wirkungen der einzelnen Ein- 
griffe wahlt, und den Versuch machen, die Beziehungen zwischen 
den einzelnen Variablen und den begleitenden Symptomen fest- 
zustellen. Es scheint mir, daB gerade durch diese Beschran- 
kung man in die Lage versetzt wird, dem Wesen der Berg- 
krankheit naiherzukommen. 

Laboratoriumsversuche am Tier werden zumeist in einer 
Kammer angestellt, in der man den Luftdruck herabsetzen 
kann. Bei Verminderung des Luftdruckes beobachtet man, 
sowie der Grad der Luftverdiinnung eine gewisse Hohe erreicht 
hat, schwere Symptome: Anderung der Atmung, Unruhe und 
Aufregung der Tiere, Dyspnoe und schlieBlich Daniederliegen 
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der Tiere mit schwerster Atemnot, die, wenn man die Luft- 
verdiinnung nicht behebt, in den Tod iibergehen kann. Mit 
derartigen Versuchen sollte es nun anscheinend nicht schwer 
sein, entscheiden zu kénnen, ob die Ursache der Stérungen in 
dem verminderten Sauerstoffgehalt der Kammerluft oder in 
den mechanischen Einfliissen der Luftverdiinnung gelegen sei. 
Das ist aber nicht der Fall. AuBerordentlich bemerkenswerte 
Beobachtungen wurden von Rosendahl’) unter Leitung von 
Kronecker mitgeteilt. Derselbe brachte Ratten in eine Kammer, 
in der er den Luftdruck mehr und mehr herabsetzte. Als an 
den Ratten die schwereren Symptome ausbrachen, stellte er den 
friheren Luftdruck durch Stickstoff wieder her. Hierbei be- 
obachtete er, daB die Tiere sich wieder erholten und allem 
Anscheine nach normal wurden. Aus seinen Versuchsergeb- 
nissen zog er folgerichtig den SchluB, daB, wenn die Luft in 
der Kammer verdiinnt wird, es nicht Sauerstoffverminderung 
ist, welche die krankhaften Erscheinungen hervorruft, sondern 
der mechanische EinfluB der Luftverdiinnung, da Behebung 
dieser und nicht Sauerstofizufuhr die Tiere wieder zur Norm 
zuriickbrachte. Man hatte glauben kénnen, da diese auf- 
fallenden Ergebnisse die Frage nach der Ursache der krank- 
haften Erscheinungen in der Kammer entschieden hiatten. 
Aber Zuntz*) unterzog die Versuche von Rosendahl einer 
zwar nicht experimentellen, aber rechnerischen Kritik, wobei 
er zu folgenden Ergebnissen kam: 

»Wenn wir Rosendahls Versuche von diesem Gesichts- 
punkte (daB Rosendahl die Wasserdampf- und Kohlensiure- 
tension in den Alveolen nicht in Rechnung gezogen hat) aus 
umrechnen, so ergibt sich, daB sie in voller Harmonie stehen 
mit der Anschauung, da® allein der Sauerstoffmangel die Er- 
scheinungen der Luftverdiinnung bewirkt.“ 

Diese Beobachtungen sind so recht geeignet, den Zweifeln 
entgegenzutreten, die man bisher gegeniiber der Erklarung 
auch der Wirkung geringer Héhen aus Sauerstoffmangel hegte. 

Bei diesem Stand der Dinge schien es geraten, diese ge- 


1) Rosendahl, Verminderter Luftdruck tétet nicht durch Sauer- 
stoffmangel. Zeitschr. f. Biol. 52, 16, 1909. 

*) N. Zuntz, Beobachtungen zur Wirkung des Hohenklimas (Ber 
liner Physiol. Ges.). Med. Klinik 1909, Nr. 11. 
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radezu elementare Frage wiederum experimentell in Angriff zu 
nehmen, und ich folgte daher der Anregung von Prof. Asher, 
um unter seiner Leitung nach neuen Gesichtspunkten zu unter- 
suchen, welcher Faktor der maBgebende ist, wenn bei Luft- 
verdiinnung in der Kammer an Ratten schwere Symptome 
ausbrechen, die man mit der Bergkrankheit in Beziehung zu 
setzen gewohnt ist. 

Es handelte sich darum, in passender Weise gemeinsam 
und unabhangig voneinander den mechanischen und den chemi- 
schen Faktor zu variieren. In dieser Absicht habe ich folgende 
Versuchsreihen angestellt: 

1. Versuche mit Druckverminderung in gewohnlicher Luft. 

2. Versuche mit Druckverminderung, wenn in der Kammer 
von vornherein eine sehr sauerstoffreiche Luft vorhanden ist. 

3. Versuche mit Druckverminderung und Wiederherstellung 
eines héheren Barometerdruckes in der Kammer mit Hilfe von 
Stickstoff. 

4. Anderung der Aufnahmefihigkeit der Tiere fiir Sauer- 
stoff und Feststellung der Beziehungen zwischen Sauerstoff- 
versorgung, mit und ohne Druckveranderung, und Befinden der 
Tiere. Als Mittel, um das Aufnahmevermégen fiir Sauerstoff 
zu andern, wahlite ich CO. 

In der ersten Versuchsreihe wirken gemeinsam auf die 
Tiere sowohl die Druckverminderung als solche wie auch die 
Sauerstoffarmut der verdiinnten Luft auf die Tiere ein. Durch 
Feststellung des Barometerstandes, bei dem die als Kriterien 
gewahlten Symptome eintreten, ist der mechanische Faktor bei 
der betreffenden Versuchsanordnung gegeben, wihrend die 
Analyse des Sauerstoffgehaltes der Kammerluft in der gleichen 
Versuchsphase den chemischen Faktor kundtut. Als einen 
wesentlichen Teil meiner Aufgabe wurde die Bestimmung des 
Sauerstoffgehaltes der Kammerluft in jeder der vier Versuchs- 
reihen erachtet. Es ist klar, daB die Resultate bei der Be- 
stimmung dieser ersten Versuchsreihe nur zur Orientierung 
dienen kénnen, jedoch an und fir sich keinerlei AufschluB 
dariiber geben, welcher Faktor der wesentliche ist. 

Die zweite Versuchsreihe geht in direkterer Weise auf das 
Ziel los. In dieser ist auf Grund der Versuchsbedingungen 
die Sauerstoffversorgung eine weit bessere als in der ersten 
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Versuchsreihe. Wenn daher der chemische Faktor der maB- 
gebende sein sollte, so miiBten die Stérungen im Befinden der 
Tiere bei einem niedrigeren Barometerdruck als in der ersten 
Versuchsreihe eintreten, weil ja bei dem gleichen Barometer- 
drucke die Kammerluft sauerstoffreicher ist. Wenn aber der 
mechanische Faktor der maBgebende wire, so miiBten, ganz 
unabhingig von dem Sauerstoffgehalt der Luft, die krankhaften 
Stérungen bei dem gleichen Barometerdruck wie vorher ein- 
treten. Der einzige Vorbehalt, der gegeniiber dieser Betrach- 
tungsweise zu machen wire, ist der, daB mdglicherweise ein 
Ineinandergreifen der beiden Faktoren stattfindet, so daB die 
Ergebnisse sich nicht streng schematisch voraussagen lieBen. 

Die dritte Versuchsanordnung, die auch Rosendahl! unter 
Kroneckers Leitung angewandt hat und die ihn vor allem 
zu seinen SchluBfolgerungen fiihrte, bringt die mechanischen 
Verhaltnisse mehr oder weniger zur Norm zuriick und belaBt 
die chemischen Verhiltnisse in einer tief abgeinderten Weise. 
Ware der mechanische Faktor der maBgebende, so miifte un- 
abhangig von der chemischen Zusammensetzung der Kammer- 
luft eine Wiederherstellung der Tiere erfolgen, wenn der Baro- 
meterdruck einen Wert erreicht hat, der nicht weit iiber dem 
kritischen Wert liegen miiBte. Wenn aber der chemische Faktor 
maBgebend wire, so miiBten die krankhaften Symptome bei 
einem Barometerstand eintreten, der gerade die Hohe erreicht 
hat, die ziemlich ansehnlich sein muB, daB ein geniigender 
Sauerstoffdruck zur Verfiigung steht. 

Allen drei Versuchsreihen ist methodisch auBer der Bestim- 
mung des Barometerstandes, bei dem die kritischen Symptome 
eintreten, die Ermittelung des Sauerstofigehaltes der Kammerluft 
gemeinsam. Jeder Versuch schloB damit ab, da ich den Sauer- 
stoffgehalt der Kammerluft mit Hilfe der Buntebiirette analysierte. 
Die Buntebiirette, deren Handhabung in den Lehrbiichern der 
analytischen Chemie von Friedheim und von Treadwell 
auseinandergesetzt ist, gibt Resultate, die bei sorgfiltiger Aus- 
fiihrung bis auf 0,1°/, genau sind. Mit diesem Genauigkeits- 
grad fiir die Sauerstoffbestimmungen in meinen Versuchen 
glaubte ich mich begniigen zu diirfen. Aus dem Sauerstoff- 
gehalte wurde unter Beriicksichtigung des Barometerstandes, 
der Temperatur und der Wasserdampfspannung in den Alveolen 
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der jeweilig herrschende Sauerstoffdruck und die Sauerstoff- 
spannung in den Alveolen berechnet. 

Die etwas komplizierten Verhiltnisse der vierten Versuchs- 
anordnung werde ich bei der Beschreibung meiner diesbeziig- 
lichen Versuche naher erdrtern. Ich gehe jetzt dazu _ iiber, 
meine Versuchsanordnung, soweit sie in allen Versuchen die 
gleiche war, zu beschreiben. 

Die beigegebene Zeichnung zeigt meine Versuchsanordnung. 
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Fig. 1. 


Der Hauptbestandteil des Apparates ist eine unten ge- 
schliffene Glasglocke G mit einer Offnung a oben, in der ein 
Gummistépsel b steckt. Dieser ist doppelt durchbohrt, um die 
Glasréhre c zur Luftentnahme und einen Thermometer d auf- 
zunehmen. Die Réhre ¢ ist direkt mit der Quecksilberpumpe 
verbunden und bis zum Hahn e mit Quecksilber gefiillt. Der 
Boden f der Kammer ist mit einer Glasplatte g bedeckt, um 
einen vollstandigen Luftabschlu8 mit dem unten geschliffencn 
Rande der Glasglocke zu erhalten, Auf der Mitte des Bodens 
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geht eine Verbindung h nach dem Dreiweghahn i, der die 
Kammer einerseits mit der Wasserstrahlpumpe, andererseits 
mit dem Barometer k verbindet. Die Offnung / nach auBen 
ist sowohl geschlossen durch einen Quetschhahn als auch durch 
einen kurzen Glasstab. Von hier wurde die Luft zugelassen 
nach der Evakuierung und Entnahme einer Probe der Kammer- 
luft durch die Quecksilberpumpe. 

Ebenso wurden durch diese Offnung in den Sauerstoff- 
und Stickstoffversuchen aus den betreffenden Bomben die Gase 
in die Kammer eingefiihrt. Der Druck wurde jeweils inner- 
halb 2 bis 7 Minuten auf normalen Barometerstand erhéht 
Die Druckablesung am Barometer war eine Differentialablesung 
indem sowohl der Stand des aufsteigenden wie des absteigenden 
Quecksilbers abgelesen wurde. Die Wasserstrahlpumpe erméglichte 
mir ein Evakuieren der Kammer bis auf 7 mm herunter, wel- 
cher Zustand nie erreicht werden mute. Die Zeitdauer war be- 
liebig durch die Intensitit des ausflieBenden Wassers zu regulieren. 

Um die von meinen Versuchstieren abgegebene Kohlen- 
saure auf ein praktisches Minimum zu reduzieren, brachte ich 
von Versuch 17 an eine mit einem Drahtgitter gedeckte Schale 
mit konzentrierter Kalilauge in die Kammer. Damit stieg in 
der Folge der Kohlen- alle 
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die Tiere sich befanden. Fig. 2. 

Damit erhielt ich die 

Luft genau in dem Gemenge, wie sie die Tiere einatmeten- 
Das Absaugen geschah durch eine Quecksilberpumpe. Der 
Inhalt derselben war 11, um mir bei groBer Verdiinnung der 
Kammerluft zu erméglichen, die zur Analyse notwendigen 
100 ccm Gas bei 720 mm zu erhalten. 
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Der Hahn e schlieBt die Pumpe bei den Versuchen gegen 
die Kammer ab. Durch Senkung des GefiSes H wird die 
Luft durch den Schlauch o in die Flasche L abgesaugt, indem 
das Quecksilber durch den Schlauch m nach H abflieBt. Zur 
Analyse des Gases wird es durch Hochstellen von H wieder 
aus DL in die Buntebiirette ausgetrieben. 

Die Ausfiihrung der Versuche ist folgende: 

Ich bringe 3 bis 4 Ratten unter die Glasglocke, schlieBe 
die EinlaBéffnung L mit Quetschhahn und Glasstépsel ab, ver- 
binde die Quecksilberpumpe, die bis zum Hahn e¢ gefiillt ist, 
mit der Réhre c. Den Dreiweghahn stelle ich in Verbindung 
mit h und der Wasserstrahlpumpe. Jetzt beginne ich zu 
evakuieren. Gewohnlich dauert es 10 bis 20 Minuten bis zum 
Auftreten des kritischen Punktes. Das Verhalten der Tiere in 
der Kammer war bei allen Tieren das nimliche: Beim Beginn 
kratzen sich die Tiere, besonders an den nackten Stellen des 
K6rpers, Nase und FiiBe; dann werden sie allmahlich ruhiger 
und liegen zueinander. Plotzlich springen sie auf, schnappen 
nach Luft, indem sie sich auf die Hinterbeine stellen, und 
fallen um. Sie bleiben auf der Seite oder auf dem Bauche 
liegen und strecken die Extremitaiten von sich. Sofern sie 
iiberhaupt noch Bewegungen machen, sind dieselben schleppend. 
Die Atmung ist sehr frequent und dyspnoisch. Sie lassen 
Urin und Kot unter sich gehen. Das Eintreten von diesem 
Symptomenkomplex nehme ich als Kriterium an. Er tritt so 
bestimmt und pldétzlich auf, daB er nichts Zweifelhaftes an 
sich hat. Die Resultate zeigen sehr deutlich seine Genauigkeit. 
Die Laboratoriumsversuche bieten mannigfache Vorteile gegen- 
iiber Versuchen in der Héhe. Es ist uns hier méglich, die 
Einwirkung eines einzelnen Faktors zu untersuchen. Andere 
Faktoren, wie Temperatur und Witterung, haben keinen Ein- 
flu8. Ferner erlaubt uns die Laboratoriumseinrichtung eine 
einfachere und genauere Arbeit in bezug auf Analyse und 
Anderung der Luftzusammensetzung. Der Einflu8 der Muskel- 
arbeit fallt ebenfalls auBer Betracht. In bezug auf die Zeit 
kénnen wir die naimlichen Verhiltnisse wie bei den Aeronauti- 


kern herstellen. 
Als Nachteil kénnen wir den Umstand erwahnen, da8 
wir tiber das subjektive Empfinden der Tiere nichts erfahren 
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kénnen, ein Moment, welches iiberhaupt bei allen Tierversuchen 
auftritt. Hingegen ist es uns durch die objektive Beobachtung 
méglich, Riickschliisse auf dasselbe zu ziechen. So kénnen wir 
das Verhalten der Tiere im Excitationsstadium wohl nur auf 
Erstickungsgefiihle zuriickfiihren, und die Art des Hinfallens ge- 
stattet einen RiickschluB auf Schwindel. 


Die Temperatur der Ratte betragt anal gemessen 38,4°. 
Demnach betraigt die Wasserdampfspannung in den Alveolen 
der Ratte 50,0 mm. Dieser Wert wurde bei der Berechnung 
der alveoliiren Sauerstofispannung zugrunde gelegt. Wenn wir 
den am Barometer h abgelesenen absoluten Druck mit p be- 
zeichnen, den Prozentgehalt von Sauerstoff in der Kammerluft 
mit 0, so erhalten wir den Partialdruck des Sauerstoffs in den 
Alveolen der Ratten durch folgende Formel: 


(p— 50,0) 0 


oder im allgemeinen bei allen Tieren, wenn wir die Wasser- 
dampfspannung in den Alveolen mit a bezeichnen: 























(p—a) 0 
100 
Tabelle I. 
oad ~ | Abs. Druck | Red. Druck | | 
N Tages- oe ay Sauerstoff in 
r. barometer bei Eintreten der kritischen /, 
Symptome 
1 711 194 144 20,6 
2 711 174 124 20,6 
3 711 190 140 21,7 
4 710 224 174 20,4 
5 710 228 178 20,8 
6 713 202 152 21,2 
7 713 233 183 20,8 
8 720 205 155 21,4 
9 710 200 150 21,0 
10 710 239 189 21,0 
11 716 204 154 20,8 
12 727 231 181 21,0 
13 727 995 | 175 21.0 
Versuch 1—13 ..... 2729 2099 272.3 
Durchschnitt ...... 209,92 | 161,46 20,95 
Abziiglich 3,5°/, Kohlensdure ........... 17,45 
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Die Versuche mit gewohnlicher Luft lassen sich nach 
den dabei angewandten Methoden in zwei Reihen einteilen. 
In der 1. Reihe analysierte ich die Kammerluft ohne vor- 
herige Absorption und Bestimmung des Kohlensiauregehalts. 
In der 2. Reihe bestimmte ich immer zuerst den Kohlensaure- 
gehalt. Im Verlaufe jener 2. Versuche schaltete ich dann noch 
die oben erwahnte Verbesserung ein, indem ich in die Kammer 
ein GefaB mit konzentrierter Kalilauge brachte, die die Kammer- 
luft wahrend des Experimentes zum Teil von der Kohlensaéure 
befreite, Ich evakuiere die Kammer bis zum Auftreten des 
kritischen Punktes, lese den Barometerstand ab und entnehme 
Luft zur Analyse. Tabelle I zeigt die Resultate dieser 1. Klasse 
der Versuchsreihe mit gewohnlicher Luft. 


Sauerstoffpartialdruck: 
28,17 mm. 


Der Durchschnitt von Kohlensiure hat sich aus einigen 
der nachstfolgenden Versuche als 3,5 ergeben. Der Durch- 
schnitt des reduzierten Druckes betragt 161,46 mm, derjenige 
des Sauerstofigehaltes 20,95°/,. Ziehen wir davon nun die 
3,5°/, Kohlensiure ab, so erhalten wir an Sauerstoff einen 
Durchschnittswert von 17,45°/,. Nach der oben angefiihr- 
ten Formel betragt somit der alveolare Sauerstoffdruck 
28,19 mm. 
































Tabelle II. 
| 
T Druck ‘Red. Druck] Koblen- \Sauerstoff} Sauer- 
Nr. — ates cede stoffpar- 
barometer} bei Eintreten der nae tieldveck 
kritischen Symptome in "0 
14 711 204 | 154 2,4 18,6 | 28,64 
15 711 180 | 130 3,2 18,8 23,14 
16 719 216 | 166 4,0 16,8 -| 27,89 
17 724 196 | 146 1,6 18,8 27,45 
18 725 oa | 127 2,2 20,0 25,40 
21 722 196 | 146 2,6 18,8 27,45 
23 721 ae 157 2,2 17,5 27,48 
1876 | 1026 : 
Total des Sauerstoffpartialdruckes ......+.+-++.-> 187,45 
Mittelwert ...|  19657| 146,57| 





In der 2. Klasse der 1. Reihe ist die Kohlensaiure der 
Kammerluft mit bestimmt worden. Versuch 17, 19, 21, 23 
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sind zugleich Kontrollversuche der 2. Versuchsreihe, zu den Ver- 
suchen mit sauerstoffreicher Luft. Tabelle II zeigt die Re- 
sultate dieser 2, Reihe. 


Durchschnitt des Sauerstoffpartialdruckes 
pro Versuch: 
26,78 mm. 

Bei Versuch 14, 15 und 16 war noch kein KOH in der 
Kammer. 

In der dritten Tabelle sehen wir die Ergebnisse der beiden 
Klassen zusammengestellt, um ein Mittel aus den Versuchen 
mit gewOhnlicher Luft zu haben. 


Tabelle III. 


Zusammenstellung: 





1. Kategorie. . . , . . 13 Versuche 26,17 mm = 366,21 mm 
2. ” oie wr eee we ” 26,78 mm = 187,46 mm 
Total. . . . 20 Versuche 553,67 mm 


Durchschnittlicher Wert der alveoliren Sauerstoff- 
spannung in den Versuchen mit gewoéhnlicher Luft: 


27,68 mm. 


Diese erste Versuchsreihe zeigt eine groBe Ubereinstim- 
mung der Resultate. Sie zeigt, daB die Symptome bei ver- 
mindertem Luftdruck im Durchschnitt bei einem relativen 
Sauerstoffdruck von 27,68 mm auftreten. Es entspricht dieses 
Resultat einem AuBendruck von 182,1 mm bei ganz reiner Luft 
von 20,96°/, Sauerstoff. Dieser Barometerstand entspricht einer 
Hohe von ca. 10000 m iiber Meer (schaitzungsweise nach Paul 
Bert: La pression barométrique), d. h. Ratten zeigen die oben 
beschriebene, mit der der Bergkrankheit ahnliche Symptoma- 
tologie in normaler Luft und ohne Arbeitsleistung von seiten 
der Tiere bei einer ungefahren Hohe von 10 km wtber Meer. 

Vergleichen wir die Einzelresultate in ihrer Beziehung zum 
Durchschnittsresultat, so finden wir mit Ausnahme der Ver- 
suche 14, 15, 19 sehr iibereinstimmende Werte. Der Durch- 
schnitt der ersten 13 Versuche zeigt auch keine groBe Ab- 
weichung von diesem Gesamtresultat. Die iibrigen 4 Versuche 
liegen innerhalb sehr geringer Grenzen, zwischen den Werten 
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27,45 (17 und 21) und 27,89 (16), dh. die Differenz dieser 
Sauerstoffspannungen ist nur 0,44 mm, die durch die Methodik 
und die subjektive Beobachtung geniigend erklart wird. Die 
hohen Werte der Versuche 12 und 14 lassen sich daraus er- 
kliren, da8 ich von Versuch 12 an neue Tiere hatte, da die 
andern wahrend einer Versuchsunterbrechung von 2 Wochen im 
Stalle ad exitum gekommen waren. Die hohen Druckwerte in 
Versuch 12 und 13 und der hohe Partialdruck des Sauerstoffs 
in Versuch 14 lassen sich aus dieser Anderung der Versuchs- 
tiere erklaren. Zwischen 14 und 15 liegen einige Stunden Zeit. 
Wahrscheinlich sehen wir in letzterem Versuch die von den 
meisten Autoren angefiihrte , Anpassungs“-Reaktion. Der 
Hauptunterschied der Versuchsreihe liegt nicht in prozentualer 
Zusammensetzung der Kammerluft, sondern im absoluten Druck. 
Auch die reine mechanische Theorie miiBte diese Abweichung 
in Betracht ziehen und kénnte die oben angefiihrten Differenz :n 
nur durch diese gemachte Annahme erkliren. In Versuch 19 
sind wahrscheinlich abnorme Versuchsfehler die Ursache der 
Verschiedenheit. 

Obwohl die Experimente mit gewohnlicher Luft schon sehr 
iibereinstimmende Resultate ergeben, sind sie doch noch nicht 
beweisend fiir eine definitive SchluBfolgerung. In den zwei 
folgenden Versuchsreihen wurde deshalb die geplante, friiher 
beschriebene Anderung der Luftzusammensetzung vorgenom- 
men. Die zweite Reihe sind Versuche mit vermehrtem, die 
dritte mit vermindertem Sauerstoffgehalt. 









































Tabelle IV. 
pie laa : Druck (|Red. Druck} Kohlen- i 
N Tages- = _ siure Rencestod 0. Deeck 
" | barometer} bei Eintreten der i 8 
kritischen Symptome in /, 
18 724 85 35 4,2 64,6 22,61 
20 725 89 39 2,6 59,1 23,05 
22 722 100 50 1,2 49,1 24,55 
24 721 91 41 6,9 57,8 23,70 
365 165 
Sauerstoffpartialdruck im Total ..........+4.46-: 93,91 
Mittelwert ...] 91,25 | 41,25 | | 





Die Methodik zur Vermehrung des Sauerstoffes in der 
Kammer war folgende: An 1 habe ich eine Sauerstoffbombe 
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angesetzt, alles iibrige ist gleich, wie in der ersten Versuchs- 
reihe. Ich evakuierte nun bis auf 400 mm und lieB8 zur Er- 
hohung des Luftdruckes Sauerstoff nachflieBen. Diese Prozedur 
wiederholte ich einige Male. Als ich glaubte, den Sauerstoff 
in der Kammer geniigend angereichert zu haben, begann ich 
die eigentliche Evakuation. Tabelle [V zeigt die Werte dieser 
Versuchsreihe. 


Durchschnitt des Sauerstoffpartialdruckes 
pro Versuch: 


23,48 mm. 


Der mittlere Sauerstoffpartialdruck dieser Versuchsreihe 
betragt also 23,48 mm. Die einzelnen Resultate weichen von- 
einander im Maximum 1,94 mm ab. Die beiden extremsten 
Werte gehéren zu den am meisten verschiedenen absoluten 
Drucken von 85 und 100 (Versuch 18 und 22); dazwischen 
reihen sich die beiden andern Versuche in der Reihenfolge ihres 
aufsteigenden absoluten Druckes ein. Der héchste Partialdruck 
dieser Reihe (24,55 mm) mit dem héchsten absoluten Druck 
nahert sich schon stark dem Mittelwert der vorhergehenden 
Versuchsreihe, d. h. dem Werte von 27,70 mm. Sehr interessant 
ist iiberhaupt der beinahe um '/, niedrigere durchschnittliche 
Partialdruck im Vergleich zu dem der ersten Reihe. Die fol- 
genden Versuche werden uns die Sache noch besser beleuchten. 

Die dritte Versuchsreihe wurde dem Versuchsplan zufolge 
in sauerstoffarmer Luft durchgefiihrt. Die Technik war die 
gleiche wie bei der zweiten Reihe, natiirlich mit dem Unter- 
schiede, daB ich an Stelle des Sauerstoffes Stickstoff in die 
Kammer nachstrémen lieB; einzig in Versuch 28 hatte ich dazu 
noch eine weitere Anderung angebracht, indem ich die Sauer- 
stoffverarmung durch Absorption desselben in einem System von 
Pyrogallol-Waschflaschen weitertrieb. Hier das Schema des Ab- 
sorptionsapparates: 

An 1 des Apparates ist ein Dreiwegrohr angeschlossen. 
p geht zur Stickstoffbombe, q zum Absorptionssystem. Dieses 
besteht aus 4 Waschflaschen mit Pyrogallol, je 2 und 2 hinter- 
einandergeschaltet. Zwischen beiden Systemen ist die Queck- 
silberpumpe eingefiigt, welche durch Klemmschrauben von den 


Waschflaschen abgeschlossen werden konnte. Mittels des Drei- 
Biochemische Zeitschrift Bands0. 12 
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wegrohres r steht sie in Verbindung mit dem Apparate. Schlauch t 
fiihrt die Luft in die Kammer zuriick und zwar so, da an 
Stelle des Thermometers d eine gebogene Glasréhre eingeschaltet 
worden war. Dieses Absorptionssystem ist durch Klemm- 
schrauben s, und s, gegen die Kammer hin abgeschlossen. 
Klemmschraube s, erlaubt uns, die Kammer auch gegen die 
Stickstoffbombe hin abzuschlieBen. 




















Fig. 3. 


Nachdem ich die Kammer auf gleiche Weise wie bei den 
vorhergehenden Versuchen mit Stickstoff angereichert habe, 
schlieBe ich Hahn s,, s, und s, und sauge Luft durch die 
Flaschen W® in die Quecksilberpumpe hinein, schlieBe dann s, 
und s, und 6ffne s, und s, und presse Luft in die Kammer zuriick. 


























Tabelle V. 
Abs. Red. Kohlen- = Sauer- 9 prnck 
Nr. Tages- Druck Druck |  siure stoft eVruc 
barometer |bei Eintreten der kri- faa 
tischen Symptome In "10 
25 723 312 262 0,8 11,0 | 28,82 
26 720 402 352 0,2 8,2 | 98,86 
27 714 309 oo -- a 
_ 410 _ _ _— | aan 
— 445 ce a a — 
-- 507 457 0,8 6,4 29,25 
28 710 191 —_ _— | — — 
ia 387 enw om] — | nies 
~ 617 567 16 | 52 | 2948 
Total des Partial- ] 
druckes .... 18388 | 1638 | 116,41 
Mittelwert .. . . 459,50} 409,50 
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Durch diesen steten Kreislauf setzte ich den Sauerstoffgehalt 
langsam auf ein Minimum herab. Tabelle V zeigt die Resultate. 

Diese Prozedur dauerte eine Stunde. Nach Ablauf der- 
selben konnte ich die Sauerstoffmenge als geniigend herab- 
gesetzt betrachten und begann wie gewohnlich zu evakuieren. 


Durchschnitt des Sauerstoffpartialdruckes 
pro Versuch: 


29,10 mm. 


Die dritte Versuchsreihe ergibt einen Mittelwert von 
29,10 mm. Derselbe ist also noch hoéher als der vorhergehende. 
Auch innerhalb der Reihe selbst sehen wir einen Anstieg mit 
steigendem absolutem Druck. Wenn auch die Differenz der 
aiuBersten Versuche nur 0,66 mm betragt, so ist sie doch sehr 
auffallig und paBt genau in den Rahmen der Unterschiede bei 
den vorhergehenden Versuchen. Das letzte Experiment dieser 
Reihe (28) zeigt sehr deutlich, bei welch geringer Druck- 
verminderung schon die Symptome auftreten kénnen, und doch 
ist der Partialdruck des Sauerstoffs gegeniiber den Versuchen 
mit gewohnlicher Luft nur um 1,40 mm verschieden, d. h. 
zwischen den Meereshédhen von 10000 und 1700 m, welch 
letztere etwa der Lage von St. Moritz entspricht, woselbst an 
Menschen die Bergkrankheit noch nie aufgetreten ist, geschweige 
denn an Ratten, welche viel groéBere Hohen zu ertragen ver- 
mégen, wie dies die erste Versuchsreihe zeigt. 

In Tabelle V finden wir unter Versuch 27 und 28 ver- 
schiedene Druckangaben; es sind diejenigen, bis auf welche ich 
den Kammerdruck jeweils wieder herabsetzte, bevor ich Stick- 
stoff zulieB. 

In diesen Versuchen ist aber ein Moment nicht von vorn- 
herein erklarlich, warum durch Zusatz von Stickstoff die Er- 
scheinungen nicht stationir geblieben sind. Anscheinend mit 
vollem Recht kann man hier die Einwendung machen, daB es 
unmdglich wire, noch einmal zu evakuieren, wenn die Symptome 
einmal aufgetreten waren und ich den Druck mit Stickstoff auf 
normal gesetzt hatte. Es ist dies die Einwendung, die Rosen- 
dahl gegen die chemische Theorie gemacht hat. Auch bei mir 
haben sich die Symptome tatsachlich durch Druckausgleich mit 


dem indifferenten Stickstoff gebessert. Das mu8 auch eintreten 
128 
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nach unserer Berechnung, wenn wir den Wasserdampf in den 
Alveolen der Tiere in Betracht ziehen. Nehmen wir ein Bei- 
spiel an, das die Sache erleuchten wird: Ich habe abgelesen 
180 mm absoluten Druck bei 20°/, Sauerstoffgehalt. Das macht 
in den Rattenlungen einen Sauerstofidruck von 26,0 mm aus. 
Bei 720 mm absolutem Druck hiatten wir dann durch Ausgleich 
mit vollkommen reinem Stickstotf einen °/,-Gehalt von Sauer- 
stoff von 5*/,°/,, demnach einen Sauerstoffpartialdruck von 5*/,°/, 
>< 650 mm = 35,73 mm Sauerstoffpartialdruck. Schon diese 
Berechnung zeigt deutlich, daB der Versuch Nr. 7 von Rosen- 
dahl fiir die mechanische Theorie keinen Beweis gegen die 
Sauerstofftheorie gibt. AuBerdem enthalt der kaufliche Stick- 
stoff noch relativ viel Sauerstoff, nach Rosendahls Unter- 
suchungen 0,6°/,, nach meinen Analysen an dem eingelieferten 
angeblich reinen Stickstoff 2°/,. Gerade der folgende Versuch 
Rosendahls, Nr. 8, gibt sehr deutlich den Beweis fiir die Un- 
haltbarkeit der rein mechanischen Theorie, indem dort das Tier 
auch bei einem Druck von 700 mm in 13 Minuten wieder 
dyspnoisch wird, welcher Umstand sich nur dadurch erklaren 
laBt, daB das Tier den vorhandenen Sauerstoff verbraucht und 
so die Partialspannung desselben herabdriickt bis zu einem 
Minimum, wo die Erscheinungen wieder auftreten. 

Stellen wir alle Versuche zusammen und berechnen wir 
daraus den mittleren Partialdruck des Sauerstoffs, so erhalten 
wir einen Wert von 27,30 mm, wie dies die nachfolgende Ta- 
belle zeigt. 

Tabelle VI. 
Zusammenstellung simtlicher Versuche. 


1. Versuchsreihe (gew. Luft) . . 20 Vers. zu 27,70 = 554,00 


2. n (O-reiche Luft) 4 » » 23,48— 93,92 
3. ” (O-arme Luft) 4 » » 29,10 = 116,40 
Total 28 Vers. . . . . . 764,32 
Durchschnitt des Sauerstoffpartialdruckes saimtlicher 
Versuche: 
27,30 mm. 


Wir sehen hier nun alle drei Versuchsreihen in einer ge- 
wissen Ubereinstimmung des Sauerstoffpartialdrucks. Die Diffe- 
renz der extremsten Werte (Reihe 2 und 3) betragt 5,62 mm, 
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d. h. etwas mehr als */,;. Stellen wir aber nun die Versuche mit 
gewohnlicher Luft und die Stickstoffversuche zusammen, 80 
differieren die Werte nur um 1,40 mm. Wir kénnen von einer 
experimentellen Gleichheit sprechen; denn obwohl der absolute 
Druck um 400 mm verschieden ist, ist der Unterschied des 
Partialdruckes des Sauerstoffes nur der geringe angegebene Wert. 
Selbst bei In-Rechnungsnahme der 1. Versuchsreihe miissen wir 
zum Schlu8 kommen, daB der Grund fiir die in niederem 
Luftdruck auftretenden Symptome Folgen des ge- 
ringen Sauerstoffpartialdruckes sind. 

Betrachten wir die einzelnen Versuche aller drei Versuchs- 
reihen mit Ausnahme der weiter oben diskutierten Versuche 14, 
15 und 19, so ergibt sich nachfolgende Tabelle 7: 


Tabelle VII. 


y Sauerstoff Senscstell- 























Nr. Abs. Druck in °/, rowed Differenz 
18 85 64,6 22,61 

20 89 59.1 23°05 — 
24 91 57,8 23,70 085 
22 100 49,1 24,55 2°90 
17 106 18,8 27,45 0 
21 106 18,8 27,45 0.08 
23 207 17,5 27,48 0.41 
16 216 16,8 27,89 093 
25 312 11,0 28,82 0.04 
26 402 — 8,2 28,86 039 
27 507 6,4 29,25 013 
28 617 5,2 29,48 “7 


Wir sehen hier, daB bei steigendem absolutem Druck auch 
der Partialdruck des Sauerstoffes steigt. Die Differenz zwischen 
den einzelnen Werten nimmt von Reihe zu Reihe prozentual 
ab, auch absolut nimmt das Maximum der Differenz zwischen 
den einzelnen Gliedern der drei Reihen ab, ferner ist der Unter- 
schied zwischen den aneinanderstoBenden Gliedern der 1. und 
2. Reihe mehr als dreifach so groB, wie zwischen der 2. und 
3. Reihe. Je geringer der Druck ist, um so starker veraindern 
Schwankungen desselben in gleichlautendem Sinne den Sauer- 
stoffpartialdruck. 

Die Versuche haben unzweideutig gezeigt, dab mit Be- 
stimmtheit der Sauerstoffpartialdruck einzig und allein fiir das 
Auftreten der Symptome maSgebend ist, indem trotz eines 
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Unterschiedes des absoluten Druckes von 1 zu 7 die Schwankung 
des Partialdruckes nicht einmal ganz drei zu vier ist. Ferner 
waren die Symptome immer absolut die gleichen. Tabelle 7 
zeigt uns aber auch noch eine Anderung des notwendigen 
Partialdruckes mit der Anderung des absoluten Druckes, aber 
nicht in entgegengesetztem Sinne, wie es die mechanische 
Theorie erweisen miiBte, sondern in gleichlautender Richtung. 
Die Verminderung des absoluten Druckes scheint einen Faktor 
zu enthalten, der in giinstigem Sinne auf die Atmung ein- 
zuwirken vermag. Folgende Annahme stellt einen Versuch dar, 
die Erscheinung zu erklaren: 

Verminderter Luftdruck wirkt auf die LungengefaBe auch 
mechanisch und zwar in dilatatierendem Sinne, verursacht damit 
eine bessere Durchblutung der Lunge und als Folge derselben 
eine Forderung des Gasaustausches. Dieser letztere Schlub 
stimmt vollkommen mit den Untersuchungen yon Anderes und 
Cloetta tiberein, die in ihrer Abhandlung: Beweis der Con- 
tractilitat der LungengefiBe und die Beziehung zwischen Lungen- 
durchblutung und Sauerstoffresorption (Arch. f. Physiol., Jahrg. 
1916) als SchluBfolgerung schreiben: ....,,dagegen wird durch 
die bessere Durchblutung der Lunge die Sauerstoffresorption 
bedeutend geférdert“. 

Mit dieser Erklarung ist auch die Tatsache, daB in der 
1. Reihe die Differenzen gréSer sind als in der 2. und 3., be- 
griindet. Diese drei ersten Versuchsreihen ergeben also: 

Verminderter Luftdruck wirkt auf den tierischen Organis- 
mus in erster Linie durch den geringen Sauerstoffpartialdruck. 
Seine mechanische Wirkung auf die Lungengefafe ist eine 
giinstige, indem sie zu einem vermehrten Gasaustausch fiihrt. 
Diese Wirkung fallt mit steigender Luftverdiinnung immer 
mehr in Betracht. 

Um die erste meiner Behauptungen noch naher zu be- 
weisen, daB der Sauerstoffmangel selbst die Symptome her- 
vorruft, ging ich zu Versuchen mit Kohlenoxyd iiber, womit 
ich den inneren Faktor der Sauerstoffaufnahme durch das Blut 
andern wollte *). 





) Haldane (Douglas und Haldane, Journ. of Physiol. 44, 293, 
1912, und Douglas, Haldane, Henderson und Schneider, Philos. 
Transactions of Roy. Soc. of London, B. 203, 1915) hat auf die Ver- 
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Die Giftigkeit des Kohlenoxyds beruht bekanntlich auf 
der viel groBeren Affinitét desselben gegeniiber dem Sauerstoff 
zum Haimoglobin des Blutes und zum K6rpereiweiB und der 
damit verbundenen geringeren Dissoziierbarkeit der CO-Eiwei- 
verbindungen des tierischen Organismus. Das CO-HB kann 
nicht mehr Ubertriiger von Sauerstoff zu den Organen des Kér- 
pers sein. Der Korper beginnt an Sauerstoffmangel zu leiden. 
Ist der oben von mir aufgestellte Satz richtig, so mu®8 Kohlen- 
oxydvergiftung die gleichen Symptome hervorrufen wie Druck- 
verminderung. 

Diese zweite Hauptversuchsreihe laBt sich wieder nach der 
Technik in zwei Unterabteilungen teilen, indem ich zuerst den 
bloBen EinfluB des CO auf das Tier ohne Druckverminderung 
studierte und dann erst in zweiter Linie die Einfliisse des 
Giftes mit der Druckverminderung kombinierte. 

Die Technik der Versuche ist folgende: 

1. Ich bringe ein Tier unter eine Glasglocke, deren Inhalt 
genau bekannt ist, und bringe sofort auch eine ganz bestimmte 
Menge von CO hinein. Ich lasse das Tier bis zum Auftreten 
der typischen Vergiftungserscheinungen in der Kammer. 

2. Ich verbinde mit dieser Vergiftung noch den Einflub 
des verminderten  Luft- 
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wandtschaft zwischen CO-Vergiftung und Bergkrankheit hingewiesen, 
und seine Ausfiihrungen haben mit den Ansto8 zu den nachfolgenden 
Versuchen gegeben. 
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ruht, hat oben eine Offnung ¢, die einen einfach durchbohrten 
Stopfen u trigt. Ein Gasometer M fiihrt durch diese Bohrung in 
die Kammer. Dieser trigt vor seinem Eintritt den Hahn v, der 
die Kammer gegen den Gasometer abschlieBt. Der aufsteigende 
Schenkel w und das Verbindungsstiick x sind kalibriert; in w 
miindet unten der Hahn v’ zum Einfiihren des CO. Der ab- 


steigende Schenkel y tragt einen 3. Hahn vw” zum Ausgleich ' 


des Wassers beim Fiillen des Gasometers und der Kammer. 

Zur Ausfiihrung eines Versuches fiille ich den Gasometer M 
mit Wasser bis zum Hahn v. Jetzt schlieBe ich v und lasse 
durch v’ eine beliebige Menge CO in den Schenkel w einstrémen, 
indem ich gleichzeitig aus v” Wasser abflieBen lasse bis zur 
Niveaugleicheit mit w, schlieBe v’ und lese die Menge ab. Jetzt 
verbinde ich v” mit einem héher gelegenen WassergefaB. Das 
Tier kommt nun in die Kammer. Ich schlieBe sie unten gut 
ab, 6ffne v” und v. Durch langsames NachflieBenlassen von 
Wasser durch v” treibe ich die gewiinschte Menge CO in die 
Kammer und notiere mir die Zeit. w” und v’ werden ge- 
schlossen und die Ablesung und die Niveaugleichheit nach- 
kontrolliert. 

Das Verhalten der Tiere war nun folgendes: 

Das Tier begann sich zu putzen und auch vorziiglich an 
den nackten Stellen zu kratzen. Es war sehr lebhaft. Darauf 
folgte ein Stadium triger Bewegungen und der Ruhe, dann 
ein Aufspringen und Luftsuchen. Eine starre Bewegung, die 
Ratte fiel um, blieb liegen, sei es auf der Seite oder auf dem 
Bauche, indem sie ihre Beine von sich streckte. Die Atmung, 
die vorher schon angestrengt war, wird ganz dyspnoisch. De- 
fakation und Urinieren traten gleichzeitig auf. 

Jetzt lese ich die Zeit ab und notiere sie mir, und das 
Tier wird freigelassen. 

Vergleichen wir nun diese Symptome mit denjenigen bei 
bloBer Druckverminderung, so sehen wir die auffallendste Uber- 
einstimmung. Selbst Symptome, die man vielleicht auf mecha- 
nische Griinde zuriickzufiihren geneigt wire, wie das Kratzen, 
treten bei dieser rein chemischen Einwirkung auf, und zwar in 
genau der gleichen Weise wie in den friihern Versuchsreihen. 

Der Inhalt der Kammer betraigt 4250 ccm, rechnen wir 
die Raumverdringung des Tieres auf 150 ccm, so erhalten wir 
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einen effektiven Rauminhalt von 4100 ccm. Die nachfolgende 
Tabelle zeigt die Zeiten, die notwendig sind, um die Tiere in 
das letzte Stadium des oben beschriebenen Symptomenkom- 
plexes zu bringen. Als Kriterium wurde der gleiche Zustand 
angenommen wie in den vorherigen Versuchsreihen. 


Tabelle VIIL 





Menge CO CO Zeitdauer bis zum 





Nr. cem in %/, Auftreten der S 

29 17,0 0,4146 7’ 30” 

30 11,0 0,2683 10° 0” 

31 10,2 0,2488 14’ 0” 

32 7,9 0,1927 34’ 0” 

33 6,0 0,1463 | Nach 58’ noch keine 

Symptome 

3,8 nachgelassen in 3’ waren sie da 
9,8 0,2390 


Die Tabelle zeigt die progressive Abnahme der Zeitdauer 
bei Vermehrung des CO-Gehaltes in der Kammer. Abder- 
halden gibt an, daB 0,1°/, CO und weniger keine Summation 
im Blute bewirkt. Kommen wir tiber diesen Prozentgehalt, so 
zeigt die Tabelle einen rapiden Zeitabfall. Schon Versuch 32 
zeigt bei noch nicht einmal dem Doppelten des Abderhalden- 
schen Maximums das Auftreten der kritischen Symptome in 34’, 
Versuch 29 mit etwas mehr CO als dem Doppelten von 34 
weist nur den 4"/,ten Teil der Zeit auf wie Versuch 32. Sehr 
interessant ist Versuch 33, bei dem der Prozentgehalt noch 
mehr als ein Drittel desjenigen von Versuch 29 ist. Trotz 
dieses geringen Unterschiedes haben wir in der 8fachen Zeit- 
dauer noch keine Symptome. DaB aber hier auch schon in 
dieser Zeit eine Summation eingetreten ist, zeigt der Umstand, 
da8 nach Zulassen von 3,8 ccm, d.h. bis zu einem Prozent- 
gehalt, der denjenigen von Versuch 31 noch nicht iibersteigt, 
wir die Symptome schon 3 Minuten spater erhalten, im Gegen- 
satz zu 31. 


Nachdem ich nun die physiologischen Wirkungen des CO 
ohne Druckveranderung beobachtet und gesehen hatte, daB die 
Anderung des innern Faktors beim Gasaustausch, die darin 
bestand, daB ich dem Blute die Méglichkeit der Sauerstoffauf- 
nahme bis zu einem gewissen Grade nahm, die Symptome 
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gleichbleiben lieB, ging ich nun dazu iiber, beide Faktoren zu- 
gleich zu aindern. Ich brachte also die vorbereiteten Tiere in 
die Evakuationskammer, oder lieS CO gleichzeitig mit der 
Druckverminderung auf das Tier einwirken. Versuch 34 und 35 
sind nach dem letzteren Modus durchgefiihrt, Versuch 36 bis 39 
nach dem ersteren. Die Angabe der Zeiten zeigt nur, wie lange 
die Tiere der Einwirkung des CO ausgesetzt waren. Die Zahlen 
iiber Kohlensiure- und Sauerstoffgehalt sind auf die grofe 
Kammer bezogen. 











Tabelle IX. 
Kohlenoxyd in der Evakuierungskammer Tiere unter einer kleinen 
“ Glocke mit CO vorbereitet 

Nr. des Versuches. . .] 54 | 35 36 37 ~ 38 
Tagesbarometer .. .| 707 | 714 712 714 715 
Absoluter Druck . . .| 350 | 281 362 270 311 
Reduzierter Druck . .]| 360 | 231,0 312,0 220,0 ' 261,0 
Kohlensaéure in °/, . . 1,4 0,4 1,6 0,6 1,4 
Sauerstoff in °), . . .| 18,6 19,3 19,4 19,6 19,2 
Zeitdauer des Versuches 

oder d. Vorbehandlung} 4’ Lo 6’ 2’ 40” 4’ 30” 
CE Oe OR ie og 58 28,6 14,6 60.1 369 
OO Es eS i es 0,4000, 0,1972] 0.3561 0,1463; 0,3051 
Sauerstoft - Partialdruck | 55,80 | 44,58 60,53 43,12 | 50,17 





Die Zeiten der CO-Behandlung sind alle so kurz, daB die 
Symptome nicht schon waihrenddem eintreten kénnen. Ein Ver- 
gleich mit Tabelle VIII zeigt deutlich diese Tatsache. Be- 
trachten wir die Versuche selbst, so bemerken wir eine starke 
Erhéhung des Partialdruckes. Diese Erscheinungen stimmen 
genau mit der Theorie iiberein, daB einzig der Sauerstoffmangel 
der maBgebende Faktor in den Erscheinungen bei vermindertem 
Luftdruck ist. Wir kénnen die von mir beschriebenen Sym- 
ptome nur dadurch erkliren. 

So sehen wir, daB auch diese letzten beiden Versuchsreihen 
in bezug auf ihre rechnerischen und symptomatologischen Resul- 
tate genau dasselbe Ergebnis aufweisen wie die friihern Ver- 
suche bei Druckverminderung. 

Nachdem ich nun die Zustinde bei vermindertem Luft- 
druck und Kohlenoxydvergiftungen in der Kammer untersucht 
hatte, trat die Frage an mich heran: Lassen sich die natiir- 
lichen Symptome der Bergkrankheit und diese Erscheinungen 
in der Kammer vergleichen und durch die chemische Theorie 
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ungezwungen erkliren? In ihrer Abhandlung ,Zur Kenntnis 
der Einwirkung des Hochgebirges auf den menschlichen Orga- 
nismus“ legen Zuntz und Schumburg folgende Symptomato- 
logie der Bergkrankheit nieder: ,,Jene Beobachter, die die Berg- 
krankheit in den Anden und dem Himalaya studiert haben, 
geben als wesentlichste Symptome an: Allgemeine Schwiiche, 
Mattigkeit, Unfahigkeit, weitere Strapazen zu ertragen, ferner 
Ubelkeit, die mit der Schwiche kombiniert ein Bild liefert, 
das an Seekrankheit erinnert; dazu treten deutliche Zeichen von 
mangelhafter Ernahrung des Gehirns, Schwindel, benommenes 
BewuBtsein, Schwinden des Gesichts. Eine andere Gruppe von 
Erscheinungen, Blutung aus der Nase und andern Schleimhauten, 
ferner die eigentiimliche Entziindung der Haut gehéren wohl nicht 
zu dieser Reihe von Erscheinungen, sie sind wohl zu erklaren 
aus der starken Trocknung und Strahlenwirkung der Sonne“. 

Die Symptome der allgemeinen Schwiiche stimmen voll- 
kommen mit dem Verhalten der Ratten iiberein, wenn sie sich 
auf den Bauch oder auf die Seite legen, indem sie dadurch 
selbst den Energieaufwand des Stehens vermeiden. Mangelnde 
Ernahrung der Bewegungsorgane erklart diese Erscheinung rest- 
los. Cerebrale Affektionen sind wahrscheinlich bei der Ratte 
auch da, indem sie nach dem Luftschnappen in eine beliebige 
Lage auf den Boden zuriickfallt, ferner sind Defikation und 
Urinierung auf zentrale Erscheinungen zuriickzufiihren. Auch 
das Gehirn wird bei Sauerstoffmangel zu wenig ernihrt und 
kann seine Abfallprodukte nicht herausschaffen. Alle die be- 
schriebenen Hirnsymptome lassen sich durch den Sauerstoff- 
mangel sehr gut erklaren. Die Blutungserscheinungen aber sind 
wahrscheinlich nicht nur als Folge der starken Trockenheit und 
Strahlenwirkung der Sonne anzusehen, sondern sie beruhen 
wahrscheinlich zum groBen Teil noch auf der von mir an- 
gefiihrten Erweiterung der GefiB®e durch die mechanische Wir- 
kung des niedern Luftdruckes. 

ZusammengefaBt sind die Ergebnisse meiner Arbeiten die 
nachfolgenden: 

1. Ratten, die in einer Kammer, die mit gewdhnlicher 
Luft gefiillt ist, vermindertem Druck ausgesetzt werden, zeigen 
krankhafte Erscheinungen, die Analogie mit der Bergkrankheit 
besitzen. 
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2. Diese krankhaften Symptome treten bei einem Baro- 
meterdruck ein, der durchschnittlich 209,92 mm Hg (reduziert 
161,45 mm Hg) betraigt; der gasanalytisch ermittelte Sauerstoff- 
Partialdruck betrug durchschnittlich 27,68 mm Hg. 

3. Wird die Kammer anstatt mit Luft mit reinem Sauer- 
stoff gefiillt, so treten die krankhaften Symptome erst bei einem 
barometrischen Druck von 91,25 mm Hg (reduziert 41,25 mm Hg) 
ein, wahrend der durchschnittliche Sauerstoff-Partialdruck 
23,48 mm Hg betrug. 

4. Wird in der Kammer die gewohnliche Luft weitgehend 
durch Stickstoff ersetzt, so treten die krankhaften Symptome 
schon bei einem barometrischen Druck von 459,50 mm Hg 
ein, wahrend der hierbei ermittelte Sauerstoff-Partialdruck 
29,10 mm Hg betragt. 

5. Kohlenoxydvergiftungen maBigen Grades zeigen ohne 
Anderung des barometrischen Druckes absolut die gleichen 
Symptome wie die Druckverminderung. 

6. Mit CO vorbehandelte Tiere zeigen schon bei viel héheren 
Drucken als in den anderen Versuchsreihen die erwahnten 
Symptome. 

7. Da in allen Versuchsreihen das mechanische Moment 
der barometrischen Druckverminderung duBerst variabel, der 
Sauerstoff-Partialdruck, bei dem die krankhaften Erscheinungen 
auftraten, annaihernd konstant befunden wurde, folgt hieraus, 
daB die Sauerstoffverarmung das wesentliche Moment bei der 
Bergkrankheit sein diirfte. . 

8. Eine mechanische Wirkung auf die LungengefaBe scheint 
erst bei auBerordentlich niedrigem Luftdruck manifest zu 
werden und scheint dann in giinstiger Weise auf den Gas- 
austausch des Blutes in den Lungen zu wirken. 
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Untersuchungen iiber physikalische Zustandsanderungen 
der Kolloide XXI. 


Uber Silbersalzproteine. 
Von 
Wolfgang Pauli und Johann Matula. 


(Aus dem Laboratorium fiir physikalisch-chemische Biologie 
der K. K. Universitit Wien.) 


(Hingegangen am 19. Dezember 1916.) 
Mit 10 Figuren im Text. 


I. 


Die chemisch und biologisch wichtige Frage der Salz- 
eiweiBverbindungen konnte bisher nur schrittweise ihrer Losung 
naiher gebracht werden, und auch die vorliegende Untersuchung, 
die sich organisch friiheren Arbeiten am Institute anschlieBt, 
wird noch weiterer Fortsetzungen bediirfen, bis das Ziel er- 
reicht ist. 

Wohl hatten die bekannten EiweiBniederschlage mit Schwer- 
metallsalzen den Gedanken an die Bildung chemischer Ver- 
bindungen nahegelegt, allein das véllige Versagen analytischer 
Methoden, die sowohl in den Hianden desselben, wie verschie- 
dener einwandfreier Untersucher') inkonstante Ergebnisse lie- 
ferten, verwehrte jeden Einblick in die Struktur der Eiweib- 
verbindungen mit Schwermetallsalzen. Der Grund der analytisch- 
chemischen Schwierigkeiten wurde mittels physikalisch-chemi- 
scher Methoden durch Pauli und L. Flecker®*) aufgedeckt. 
die fiir die Zink-Ferri-Chrom-Kupfer- und Uranylsalze die Ent- 
stehung verschiedener Komplexsalze mit dem EiweiB nach- 


1) Vgl. Cohnheim, Chemie der Eiwei8kérper, 3. Auflage, Braun- 
schweig 1911, wo sich die altere Literatur iiber den Gegenstand zu- 
sammengestellt findet. 

*) Diese Zeitschr. 41, 482, 1912. 
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weisen konnten, worauf auch die Erscheinung der Fallung, 
Wiederlésung und neuerlichen Fiallung des Albumins durch 
diese Salze mit wachsender Konzentration derselben zuriick- 
zufiihren war. Der Nachweis, daB die Schwermetallsalze an 
mehreren Stellen des EiweiBmolekiiles mit demselben reagieren 
und da auch Neutralsalze der Alkalimetalle, auf deren An- 
wesenheit friihere Untersucher meist nicht genug Bedacht ge- 
nommen hatten, zum Auftreten neuer kombinierter Komplexe 
mit den Eiweif-Schwermetallsalzen fiihren kénnen, beleuchtet 
noch von anderer Seite die groBe Mannigfaltigkeit dieser Ver- 
bindungen. 

Fiir die Frage nach dem Bestehen von Verbindungen der 
Neutralsalze der Alkali- und Erdalkalimetalle') mit dem EiweiB 
hatte sich bishér die Léslichkeit und Reversibilitét dieser Kom- 
binationen bei der Verdiinnung und Dialyse als unvermeidliches 
Hindernis einer rein chemischen Behandlung erwiesen. Mit 
hoher Wahrscheinlichkeit wurde die Existenz dieser Gruppe 
von Neutralsalz-EiweiBverbindungen erschlossen aus einer Reihe 
geainderter Eigenschaften solcher EiweiBsalzmischungen. 

Im Jahre 1899 wurde die Salzléslichkeit des bekanntlich 
im reinen Wasser unldslichen Globulins auf die Existenz einer 
wasserléslichen Globulinsalzverbindung zuriickgefiihrt [W. Pauli*)] 
und in einer folgenden eingehenden Untersuchung am Serum- 
albumin gezeigt, daB dasselbe schon durch niedrigen Salzgehalt 
eine Herabsetzung der Viscositét sowie Hemmung der Alkohol- 
fallbarkeit und Hitzegerinnbarkeit erfahrt, die bei Zusatz von 
Nichtelektrolyten ausbleibt (Pauli und H. Handovsky). 

Der direkte Beweis des Eintretens in das EiweiB wurde 
jedoch erst 1913 fiir Chloride der Alkalien mittels elektro- 
metrischer Chlorionenbestimmungen an unserem Institute er- 
bracht [K. Manabe und J. Matula*)] und durch eingehende 
Messungen an verschiedenen EiweiBkérpern und Aminoséuren 
quantitativ ausgebaut [T. Oryng und W. Pauli*)]. Dabei hat 





1) Die in hohen Konzentrationen gewisser Neutralsalze auftretende 
EiweiBfallung bildet ein selbstindiges Untersuchungsgebiet, das hier 
nicht beriihrt werden soll. 

*) Arch. f. d. ges. Physiol. 78, 315, 1899. 

*) Diese Zeitschr. 52, 369, 1913. 

*) Diese Zeitschr. 70, 368, 1915. 
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es sich ergeben, daB das Chlor der Alkalichloride schon aus 
den niedersten Konzentrationen des Salzes weitgehend von Ei- 
weiB aufgenommen wird, daB diese Bindung mit wachsender 
Konzentration relativ abnimmt und einem Grenzwerte zustrebt, 
der fiir 1°/,iges Albumin und Glutin in 0,05 n-Salzlésung nahezu 
erreicht wird, wobei die Bindung durch Glutin wesentlich hinter 
der des Albumins zuriickbleibt. Da elektrophoretische Versuche 
nicht fiir das Auftreten einer Anderung der EiweiSladung durch 
Neutralsalzzusatz sprachen und auch viscosimetrische Unter- 
suchungen gegen die merkliche Bildung des stark hydrati- 
sierten ionischen EiweiBes entscheiden, das sich (z. B. bei ge- 
ringstem Laugen- und Saurezusatz) auf diesem Wege leicht 
erkennen Jat, so muBte die Annahme gemacht werden, daB 

diesen Neutralsalz-EiweiBverbindungen Anion und Kation 
des Salzes in dem gleichen Verhaltnisse vorhanden sind. 

Ein zwingender Beweis fiir diese Annahme wire allerdings 
nur durch die gleichzeitige Bestimmung der Metall- und An- 
ionen in SalzeiweiBmischungen zu erbringen, ein Weg, der zur 
Zeit fiir die Alkali- und Erdalkali-Ionen nicht gangbar erscheint. 

Wir haben in den vorliegenden Versuchen') die Messung 
der Metallbindung an das Eiweif fiir Silberionen durchgefiihrt 
und sind dabei von den folgenden Erwaigungen ausgegangen. 
Zuniichst zeigt das Albumin mit Silbersalz zusammengebracht, 
daB bei diesem einfachere Verhiltnisse vorliegen als bei den 
oben erwahnten Schwermetallsalzen. Es tritt hier namlich nur 
eine einzige Fallungszone mit wachsender Salzkonzentration auf, 
wobei es schon bei relativ niederem Salzgehalt zu einer voll- 
stindigen, im Salziiberschu8 unloslichen EiweiSflockung kommt. 
Auch sonst lat sich kein Anhaltspunkt fiir die bei den meisten 
anderen SchwermetalleiweiBfallungen auftretende Komplexsalz- 
bildung (EiweiBsalz -—- Schwermetallsalz) finden. Wir haben 
ferner die Kombination von Silbersalz mit Glutin untersucht, 
da das letztere mit Schwermetallsalzen iiberhaupt keine Flockung 
gibt und sich nach unseren Versuchen gegen Silbersalz an- 
scheinend in gleicher Weise verhalt wie gegen Neutralsalze der 
Alkalien und Erdalkalien. Als dritte EiweiBtype wahlten wir 
das wasserunlésliche Casein, das die Priifung gestattete, wie 


1) Bei diesen Untersuchungen hat Herr Dr. J.J. Zador in tiberaus 
dankenswerter Weise mitgewirkt. 
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weit unter diesen Umstainden eine Reaktion mit dem Salze 
erfolgt. 
II. 


Die Bestimmung der Silberbindung an das EiweiB geschah 
auf elektrometrischem Wege durch Feststellung der in der 
Lésung verbleibenden Silberionen. Zu diesem Zwecke wurde 
die elektromotorische Kraft einer Kette gemessen, die aus einer 
konstanten Bezugselektrode und der die Versuchsfliissigkeit 
enthaltenden Chlorsilberelektrode bestard. 

Fiir diesen Fall ergibt die Nernstsche Theorie der Kon- 
zentrationsketten in ganz analoger Weise, wie dies Sérensen 
fiir die H-Ionenkette, K.Manabe und J. Matula’) fiir die 
Cl-Ionenkette durchgefiihrt haben, bei 18° die Formel 

1 %—%, 


Pas = 108 = 00577 1) 


Hier bedeutet pag den Silberionenexponenten, also 10—Pag 
die Silberionenkonzentration (—C,), a) die gefundene elektro- 
motorische Kraft und 2, die elektromotorische Kraft einer 
Kette bestehend aus der Bezugselektrode und der Chlorsilber- 
elektrode in einer Silberionenkonzentration n= 1. 

Unsere erste Aufgabe war es, zunaichst mit mdglichster 
Genauigkeit den Wert 2,, also die der Silberionenkonzentration 
Eins in der Versuchselektrode entsprechende elektromotorische 
Kraft zu finden. 


Beziiglich der technischen Ausfiihrung sei nur das Notwendigste 
angefiihrt. Die Herstellung der Chlorsilberelektrode geschah in der von 
H. Jahn*) angegebenen Weise, indem ein Feinsilberdraht von 1 mm 
Dicke frisch galvanisch versilbert und durch Elektrolyse in Salzsiure 
chloriert wurde. 

Bei vorsichtiger Abstufung der Stromstirke bedeckt sich der Draht 
mit einer gut haftenden Schicht von Chlorsilber. 

Als konstante Ableitungselektrode diente ein Halbelement: Silber- 
Chlorsilber in 0,1 n-Silbernitratlésung. Die Verbindung zwischen beiden 
Elektroden wurde durch Eintauchen der Ableitungsrohre in ein mit 


) Beziiglich der Theorie der Messung und der bequemen Berech- 
nung vgl. die kiirzlich erschienene Schrift J. Matula, Tabellen zur 
elektrometrischen Bestimmung von Ionenkonzentrationen. Th. Steinkopff, 
Dresden 1917. 

2) Zeitschr. f. physikal. Chem. 38, 556, 1900. 
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konzentrierter Kaliumnitratlésung gefiilltes Schilchen bewirkt. Die 
ElektrodengefaBe waren mit schwarzem Lack als Lichtschutz iiberzogen. 

Die Ionenkonzentration der Versuchslésungen von bekann- 
tem Silbernitratgehalt, die zur Bestimmung des z,-Wertes 
dienten, wurde durch Berechnung des Dissoziationsgrades nach 
den von Kohlrausch angegebenen Zahlen fiir das Aquivalent- 
leitvermégen des Silbernitrats bei verschiedenen Konzentrationen 
graphisch ermittelt’). 

Nachdem als Ableitungselektrode eine mit 0,1 n gefiillte 
Silberelektrode diente, so mu8 bei Fiillung der MeBelektrode 
mit 0,1 n-Silbernitrat die elektromotorische Kraft 2, der Kette 
gleich Null sein. Aus der diesem Falle fiir 20° entsprechenden 
Gleichung 


1 
or CE Seta aie ana 


kann somit der z,-Wert auch ohne elektrometrische Messung 
abgeleitet werden. Er griindet sich lediglich auf die Leitfahig- 
keitsmessung, die den Wert C, beistellt. 

C, ist in unserem Falle, da der Dissoziationsgrad einer 
0,1 n-Lésung sich mit 0,8097 berechnet, gleich 0,08097 n. 
Setzen wir diesen Wert in obige Formel ein, so erhalten wir 
fiir 2, den Wert — 0,06343 Volt. 


Tabelle I. 


Als konstante Bezugselektrode diente eine mit 0,1 n-AgNO,-Lésung ge- 
fiillte Chlorsilberelektrode. T= 20°. 





|Gefundene | 











Versuchs- {Agt-Kon- | 0.0581 lo _ EMK | 
logung onnene Pag |’ . Cag | x be: 

0,05 n-AgNO, | 0,0427 | —1,3695 | —0,07957 | 0,0147 — 0,0649 
0,05 ” 0,0427 | —1,3695 | —0,07957 0,0152 — 0,0644 
0,025 . 0,0223 | —1,6522, —0,09699 | 0,0310 | —0,0660 
0,02 * 0,0180 | —1,7441 —0,10133 | 0,0354 | —0,0659 
0,01 . 0,0925 | —2,0337 —0,11815 | 0,0522 | —0,0660 
0,01 " 0,0925 | —2,0337 —0,11815 0,0532 | —0,0650 
0,005» 0,00472 | — 2.3258 --0,13513 | 0,098 | —0,0654 
Mittel — — 0,0653 

a, berechnet fiir 20° — — 0,0684 


1) Kohlrausch-Holborn, Das Leitvermégen der Elektrolyte, 
Leipzig 1898, S. 159; neuere Zahlen siehe: Le Blanc, Elektrochemie 


1911, S. 78. 
Biochemische Zeitschrift Band 80. 13 
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AuBerdem wurde die experimentelle Bestimmung des 2,- 
Wertes mit einer Reihe von Silbernitratlésungen von bekannter 
Konzentration nach der Formel 1 durchgefiihrt (Tabelle I). 

Wie die Versuchsreihe zeigt, stimmen die erhaltenen 2,- 
Werte untereinander gut iiberein, erwiesen sich aber im Durch- 
schnitt um etwa 2 Millivolt héher als der nach Formel 2 be- 
rechnete Wert. Diese Differenz fand sich auch in einer zweiten 
Versuchsreihe mit neuhergestellten Silberlésungen und _ bildet 
jedenfalls in unserer Versuchsanordnung eine Konstante, deren 
Wesen naher aufzuklaren den Gegenstand besonderer Versuche 
bilden miiBte'). Bei den folgenden Berechnungen wurde immer 
der experimentell gefundene Wert verwendet. 

Die zur Berechnung der Silberionenkonzentration verwen- 
dete Formel lautete daher: 

__ ap — 0,0653 - 
a. ae 

Diese Formel gilt fiir 20°, bei welcher Temperatur alle 
Versuche ausgefiihrt wurden. Mit Hilfe der bei Ermittlung 
des 2,-Wertes gefundenen elektromotorischen Krafte wurde die 
in Fig. 1 dargestellte Kurve 
konstruiert, welche die Ab- 
hangigkeit der elektromoto- 
rischen Kraft der Kette von 
der Silberionenkonzentration 
bei 20° wiedergibt. Als Ordi- 
naten sind die elektromotori- 
schen Krafte, als Abszissen 

Fig. 1. die Logarithmen der Silber- 
ionenkonzentration, also die 

Silberionenexponenten aufgetragen. Man kann mit Hilfe die- 
ser Kurve, die in Fig. 1 verkleinert vorliegt, nach Ermittlung 
der elektromotorischen Kraft der Kette ohne weitere Rech- 
nung den Silberionenexponenten auf 2 Dezimalstellen ablesen. 

Die Bestimmung der elektromotorischen Kraft geschah 
nach der bekannten Poggendorfschen Kompensationsmethode. 
Es wurde eine verlaingerte MeBbriicke (100 Ohm) und als Null- 


3) 


Ag- 





1) Beziiglich Differenzen zwischen elektrometrisch und mittels Leit- 
fahigkeit ermittelten Dissoziationsgraden vg]. H. Jahn, 1. c. 
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instrument ein geschlossenes Quecksilber-Capillar-Elektrometer 
verwendet. Die Versuchselektrode mu, ehe man definitiv miBt, 
mehrere Stunden gefiillt stehen, da unmittelbar nach der Zu- 
sammenstellung noch keine Konstanz der elektromotorischen 
Kraft erreicht ist. Nach 2 bis 3 Stunden ist in den meisten 
Fallen der stabile Wert erreicht, nur bei ganz frisch chlorierten 
und gewaschenen Elektroden ist es nétig, eine laingere Zeit 
(12 Stunden) abzuwarten. 

Die an unseren Versuchslésungen ausgefiihrten Leitfahig- 
keitsmessungen geschahen nach der bekannten Methode von 
Kohlrausch mit der Wheatstoneschen Briicke, Telephon und 
Induktorium. Das LeitfaihigkeitsgefaB wurde in einem Ost- 
waldschen Wasserthermostaten bei 25° gehalten. Die spezifische 
Leitfahigkeit berechnete sich nach der Formel: K = oe wo- 
bei C die Kapazitaét des GefaiBes bedeutete, die in unserem 
Falle 2,01441') betrug. Das Leitfaihigkeitsgefa&8 wurde immer 
mit 25 ccm der Versuchsflissigkeit gefiillt. 


II. 


Zunachst wurde versucht, die Bindung des Silbers an 
Glutin nachzuweisen und festzustellen, wie sich dieselbe bei 
wechselnder Silberionenkonzentration verhalt. Das verwendete 
Glutin (beste Handelsmarke von Gelatine) war vorher mehrere 
Wochen gegen destilliertes Wasser bei ca. 10° dialysiert worden. 
Aus dem so erhaltenen 7°/,igen Glutin wurde durch Verdiin- 
nung mit destilliertem Wasser eine 2°/,ige Stammlésung her- 
gestellt. Ein Teil dieser Stammlésung wurde mit dem gleichen 
Volumen Silbernitratl6sung verdiinnt, so daB die Versuchsproben 
stets 1°/, Glutin enthielten. Die verschiedenen Konzentrationen 
von Silbernitrat wurden durch entsprechende Verdiinnung einer 
0,2 n-Silberlésung gewonnen. Um Verdiinnungsfehler méglichst 
auszuschalten, wurde auch in den entsprechenden reinen Salz- 
lésungen die Silberionenkonzentration elektrometrisch bestimmt. 

Fiir die Berechnung des an das Glutin gebundenen Silbers 
wurde folgender Weg eingeschlagen: 


1) Dieselbe war durch Messungen verschiedener Standardlésungen 
exakt kontrolliert. 


13* 
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Wie aus den Versuchen zu ersehen ist, findet tatsachlich 
eine Verminderung der Silberionenkonzentration in den mit 
Glutin versetzten Lésungen statt. Die elektrometrisch bestimmte 
Menge der freien Silberionen entspricht aber nicht der gesamten 
Menge des freien Silbernitrats, da ja das Salz nicht vollstandig 
dissoziiert ist. In Wirklichkeit ist, wenn die gefundene lonen- 
konzentration in der reinen Salzlésung C betragt, die Gesamt- 


ae, * ‘ Pathe oa 
konzentration —, wobei a den Dissoziationsgrad bedeutet. 
a 


Wire nun die Silberionenkonzentration in der Glutinsalzmischung 
C’ und der entsprechende Dissoziationsgrad «’, so wird die 
Menge des gesamten verschwundenen, d. h. an das Glutin ge- 


bundenen Silbers ~ a betragen. Eine umstandliche Berech- 


nung von @ erwies sich als iiberfliissig, da in der Mehrzahl 
der Fille die Bindung an das Glutin so gering ist, daB keine 
nennenswerte Anderung des Dissoziationsgrades der Silberlésung 
erfolgt und « praktisch durch« ersetzt werden kann. Die For- 
mel, nach der das gebundene Silber bestimmt wurde, lautet also: 


CcC—C 





Ag ged = 


Nachstehend seien die den verwendeten Silbernitratkonzen- 
trationen entsprechenden Werte des Dissoziationsgrades a fiir 
reine Silbernitratlésung angegeben, wie sie sich aus dem Aqui- 
valenzleitvermégen ermitteln lassen. 

















C AgNO, aie Cagno, a 

0,025 n 0,9670 0,03 n 0,8814 
0,005 ,, 0,9445 0,03 ,, 0,8669 
0,01 , 0,9258 0,05 , 0,8540 
O08, 0,9013 0,8097 


Die Ergebnisse der potentiometrischen Versuche sind in 
den folgenden Tabellen Ila und IIb zusammengestellt. Alle 
Werte sind auf den Liter Lésung bezogen. 

In der Tabelle Ila sind die elektrometrisch gefundenen 
Silberionenkonzentrationen Ca, der reinen Salzlésungen und 
in der Tabelle IIb jene der 1°/, Glutin enthaltenden Silber- 
nitratlésungen verzeichnet. In der letzten Rubrik der Tabelle IIb 
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ist das gebundene Silber angegeben. 
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Sonst bedeuten in den 








Tabellen 2 die gefundene elektromotorische Kraft ausgedriickt 
in Volt, Ps, den Silberionenexponenten, der mit negativem 
Vorzeichen einzusetzen ist. 


Tabelle Ila. 


Reine Silbersalzlésung. 





Versuchslésung 


AgNO, a | Pag Cag 
0,0025 n 0,0842 {| 2,5745 0,002 663 
0,005 » 0,0698 2,3251 0,004 729 
0,01» 0,0532 2.0399 0,009 121 
0,02 » 0,0347 1,7218 0,01897 
0,05» 0,0162 1,4034 0,03949 


Tabelle IIb. 
1°), Glutin + Silbernitrat. 





Lésung von n-A 
1°), Glutin + AgNO, x Pag Cag aiden 
0,0025 n-AgNO, 0,0924 2,7155 | 0,001925 0,000 763 
0,005 “ 0,0748 2,4127 | 0,003866 0,000914 
0,01 . 0,0568 2,1024 | 0,007898 0,001 322 
0,02 ‘ 0,0867 | 1,7557 | 0,01755 0,001 576 
0,05 ” 0,0174 1,4237 0,037 69 0,002 108 





Graphisch dargestellt ist das Ergebnis in Fig.2a. Als 
Abszissen sind die Konzentrationen des Silbernitrats, als Ordi- 
naten die daraus ge- 
bundene Silbermenge 
aufgetragen. Wie die 
Versuchsreihe ersehen ee} i 
laBt, steigt die Menge ee “Ag My 
des gebundenen Silbers Fig. 2a. 
mit der Konzentration 














des Silbernitrats zunachst schnell, dann langsamer an, um einem 
konstanten Werte zuzustreben. 

Konzentrationen iiber 0,05 n konnten elektrometrisch nicht 
untersucht werden, da in diesen Lésungen selbst gréBeren Kon- 
zentrationsinderungen nur geringe Anderungen der elektro- 
motorischen Kraft entsprechen, so da8 hier kleine Versuchs- 
fehler bei der Messung schon sehr ins Gewicht fallen. 
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Aus den Versuchen errechnet sich ein Bindungsmaximum 
von rund 2-3-10~* Grammaquivalenten Silber auf 1 g Glutin. 

Nach dem Ausfall der elektrometrischen Versuche waren 
der Bindung des Silbersalzes an das Glutin entsprechende 
Anderungen der elektrischen Leitfahigkeit in Glutinsilbersalz- 
mischungen zu erwarten. Das Versuchsergebnis von Parallel- 
bestimmungen der Leitfaihigkeit von Silbersalz und Silbersalz- 
glutinmischungen ist in Tabelle III und Fig. 2b verzeichnet. 


Tabelle III. 
Spezifische Leitfihigkeit von 1°/, Glutin ohne Zusatz: 0,0000386. 








AgNO,-Konzen- Spezifische Leit- Spezifische Leit- Peis 
tration der Ver- | fahigkeit (~) der | fahigkeit (x,) bei x — x,+0,0000386 
suchslésung puren Lésung | 1°/, Glutingehalt 














0,0025n | 0,0003240 0,0003029 |  0,0000597° 





0,005 » 0,0006387 0,0005961 —-0,0000812 
0,01 » | 0,001246 0001167 | —-0,0001176 
0.02 » | 0002389 0.002246 © 0,000182 
0.05 » | 0,005863 0,005542 |  0,000360 


In der letzten Rubrik der Tabelle III ist die Verminde- 
rung der Leitfaihigkeit der Silberlésung bei Zusatz von Glutin 
angegeben. Da aber unsere 1°/,ige Glutinlésung eine, wenn 
auch geringe — von mine- 
ralischen Beimengungen 
stammende — Leitfahig- 
keit besitzt (sie betragt fiir 
unsere Lésung 3,86 -10~°), 
so wurde ihr Wert als Kor- 
rektur zur Differenz der 

Fig. 2b. beiden Leitfahigkeiten ad- 

diert. Die Leitfahig- 

keitsverminderung erweist sich in ihrem Gange parallel 

dem elektrometrisch festgestellten Verschwinden von 

Silberionen. Graphisch dargestellt ist das Versuchsergebnis 
in Fig. 2b. 

Wir haben weiter einige Beobachtungen iiber den Einflu8 
der Glutinkonzentration auf die Silberbindung angeschlossen, 
die simtliche sowohl nach der elektrometrischen als auch der 
Leitfahigkeitsbestimmung erkennen lassen, daB mit steigendem 
Glutingehalt die relative Bindung des Silbers merklich unter 
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der proportionalen Zunahme zuriickbleibt. Dieses Verhalten 
zeigt sich tibereinstimmend sowohl in niederen als auch in etwas 
hoheren Silbersalzkonzentrationen (Fig. 3a, b). 


Tabelle IVa 
Glutin +- 0,0025 n-AgNO,, Elektrometrie. 





Endkonzentration | x Pag Cag ag (geb.) ) 
0, 0025 |) ra . «| 0,08595 | 2, 6040 ‘0, 002489 | = 
0,0025 + 0,68°/, Glutin | 0,09224 | 2,7123 | 0,001 940 | 0,000568 
0,0025 + 2,019), » 0,10350 | 2,9060 0,001 242 | 0,001 290 
0,0025 +3,4°9,  ;, 0,11577 | 3,1000 


| 0,000793 | 0,001 754 
Tabelle IVb. 


Dasselbe, Sree 








Me des reinen n|Leitfahigkeits 





Endkonzentration x "Glu tins _abnahme 
0,0025n-AgNO,....... 0,0003223 ae - 
0,0025 »  +0,68°/,Glutin | 00003116 | 0,0000244 | 0,0000351 
0,002; +» +2,01% »  |0,0002927! 0,0000565 | 00000861 
0.0025 » +84, » | 00002792) 0,0000832 | 0,0001263 


Auch in einer viermal hoéheren Silbernitratkonzentration 
findet das relative Zuriickbleiben der Silberbindung mit wachsen- 
dem Glutingehalt statt, wie sowohl die elektrometrischen als 
auch die Leitfahigkeitsmessungen in den folgenden Tabellen Va 














Fig. 3a. 


und Vb dartun; doch ist hier diese Erscheinung weniger aus- 
giebig als bei der schwacheren Silbersalzlésung. Die zugehdrigen 
Kurven in den Fig. 3a, b lassen diesen Unterschied deutlich 
erkennen. 

Mit zunehmendem Glutingehalt wiachst also die Silber- 
bindung nicht einfach proportional der Glutinkonzentration, 
sondern bleibt gegen den linearen Anstieg deutlich zuriick. 
Diese Abweichung ist nun auffallenderweise in den Versuchen 
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mit geringerer Silbersalzkonzentration erheblich groBer als bei 
héherer. Man wird daher nicht fehlgehen, diese Erscheinung 
auf die hydrolytische 

<0  Zerlegung der Protein- 

AgNO, ' 

Silbersalzverbindung zu 
beziehen, die um 80 

mehr wachst, je geringer 

Zi, der Uberschu8 freien 
Salzes in der Losung 

wird, der einer hydro- 








Leitfahigkeitsabnahm 











Q7 we gO ine lytischen Dissoziation 
Fig. 3b. entgegenwirkt. 
Tabelle Va. 


Glutin +- 0,01 n-AgNO,, Elektrometrie. 





Endkonzentration | a Pag | Cag | Ag (geb.) 
0,01 n-AgNO, ......+.. 0,052 69 | 2,0315 | 0,009302 | om 
0,01 »  +0,68°/,Glutin .]| 0,05476 | 2,0671 | 0,008569 | 0,000788 
01 » $1,369, »  .| 005683 | 2,1027 | 0,007894 | 0.001514 
0,01 » +2049, +» .]| 0,05886 | 2,1411 | 0,007226 | 0.002232 
0,01 » +2,72°%, »  .] 0,06050 | 2,1659 | 0,006824 | 0,002665 
0,01 » +349, » .§ 0,06257 | 2,2015 | 0,006288 | 0,003241 
0 
Tabelle Vb. 


Glutin -+ 0,01 n-AgNO,, Leitfahigkeit. 








ae ae e — Glu- Leitfihigkeits- 
| tinlésung | abnahme -+- x 

SMA oo fies 0,001 2451 | eoe™ 

0,01 » + 0,68°/, Glutin . | 0,0012028 | 0,0000244 | 0,000 066 7 
0,01 » +$1,36% »  .|0,0011569 | 0,0000405 | 0,0001287 
0,01 » +2,04%)  » 0,0011180 | 0,0000565 0,000 183 6 
0,01 » +2,72% on 0,0010746 | 0,0000699 | 0,0002404 
001 » +3,4°9, » 0,0010356 | 0,0000832 0,0002027 


Zu den Glutinversuchen wire noch zu bemerken, daB das 
Silbersalz keinerlei Fallung bewirkt, auch wenn man noch so 
hohe Konzentrationen anwendet. Ebenso wird die Viscositat 
der Glutinlésung bei Zusatz von Silbernitrat, wie anderweitige 
Versuche ergeben haben’), nicht merklich geandert. 


) Siehe die demnichst erscheinende, folgende Mitteilung tiber die 
Hydratation der SalzeiweiBverbindungen. 
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IV. 

Unser Albumin wurde aus frischem Rinderserum gewonnen, 
indem dieses durch Halbsattigung mit Ammonsulfat von der 
Globulinfraktion befreit und das Filtrat durch Ganzsittigung 
mit Ammonsulfat ausgeflockt wurde. Darauf wird der Nieder- 
schlag abgepreBt und zur Befreiung von den Salzen einer 
2'/, Monate dauernden Dialyse gegen destilliertes Wasser unter- 
zogen. Der Albumingehalt der so erhaltenen Lésung betrug 
1,4°/,, und da in allen Versuchen Verdiinnung mit den gleichen 
Mengen Silbernitratlésung vorgenommen wurde, war der Eiweib- 


gehalt in allen Versuchslésungen 0,7° Mit Silbernitrat von 


niederer Konzentration versetzt, blieb die Losung zunichst voll- 
kommen klar und durchsichtig, erst bei einer Silbernitrat-End- 
konzentration von 0,04n trat eine leichte Triibung der Lésung 
ein, die sich bei steigender Konzentration rasch verstirkte. Bei 
ungefahr 0,07 n ist die Ausfaillung des Albumins quantitativ, 
wobei es sich als schwerer weiBer Niederschlag absetzt, wahrend 
die dariiberstehende Fliissigkeit vollstandig wasserklar ist. Die 
analog den Versuchen an Glutin durchgefiihrten elektrometrischen 
und Leitfahigkeitsmessungen sind in den Tabellen VI, VII und X 
verzeichnet, Die entsprechende graphische Darstellung bilden 
die voll ausgezogenen Kurven in Fig. 4a und 4b. 


Tabelle VI. 


Silberionengehalt von reinem AgNOQ,. 











| s (Volt) . Pag Cag 
0,0025 n-AgNO, . . 0,084 24 2.5745 0,002 663 
0,005 ~ ae 0,069 61 2,3217 0,004 767 
0,01 - — 0,053 19 2,0401 0,009 116 
0,02 “ ae 0,035 49 1,7339 0,018 45 
0,03 * ‘ng 0,024 14 1,5760 0,026 54 
0,05 . ag 0,01583 1,3971 0,041 01 
Tabelle VII. 
0,7°/, Albumin -++ AgNO,. 
0,7°/, Albumin + | n (Volt) " Pag Cag Ag gebunden 

0,0025 n-AgNO, . . 0,09080 | 2.6874 0,002 054 0,000630 
0,005 - . -| 0,07431 2,4036 0,003 948 0,000 867 
0,01 0,056 28 2,0932 0,008 067 0,001 134 


0,02 » . | 008746 1.7693 0.01701 0.001598 
. . eae 116192 0.02403 0.002847 
0,05 . ef 001789 | = 1.4825 0.03693 0.004777 
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Im wesentlichen findet sich auch hier ein Anstieg der 
Bindung und entsprechend eine fortschreitende Abnahme der 
Leitfahigkeit mit wachsender Silberkonzentration bis ungefihr 
0,05 n. Bei weiterer Erhohung des Gehaltes an Silbersalz bleibt 
die Bindung konstant. Die von 1 g Albumin héchstgebundene 
Menge Silber stellt sich auf rund 5-107‘ Grammiaquivalente. 


7 
0005 
000% 
0.003 
0,002 
0,001 rs ~ 

















—S—_} nicht _ertitgtes Alburpin_ 
"37" } \erhitztes Albumin 


| 
001 0a G05 Agno, 
Fig. 4b. 






































Im Gegensatz zum Glutin erfaihrt Albumin beim Erhitzen 
die bekannte Denaturierung. Erwirmen iiber 60° bewirkte 
Koagulation der 0,7°/,igen Albuminlésung. Es war unter diesen 
Umstinden von Interesse, festzustellen, wie die Silberbindung 
durch Erwarmen der SalzeiweiBmischung beeinfluBt wird. (Ta- 
belle VIIL) Dabei zeigte sich, daB der Zusatz von Silbernitrat, 
wie dus alteren Untersuchungen von Pauli fiir Neutralsalze schon 
bekannt war, die sichtbare Hitzekoagulation des Albumins ver- 
hindert, und auch in jenen Konzentrationen, wo der Zusatz des 
Silbernitrats Fallung hervorruft, wird durch Erhitzen keine er- 
kennbare Vermehrung der bestehenden Triibung oder Fallung 
bewirkt. Nur bei sehr niedrigem Silbernitratgehalt (unter 
0,01 n) ist die Hemmung der Hitzekoagulation unvollstandig. 
Hier findet sich nur eine Triibung des Albumins an Stelle 
der grobflockigen vollstindigen Gerinnung der salzfreien EiweiB- 
lésung. 
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Das Ergebnis der elektrischen Messungen ist in Tabelle 1X 
und in den entsprechenden Rubriken von Tabelle X verzeichnet, 
sowie durch die gestrichelten Kurven in Fig. 4a und 4b dar- 












































gestellt. 
Tabelle VIII. 
Fallungsversuche. 
—— 4eom— ea % an " 
0,79), Albumin ately regsliti:as 
enthaltend [30 com 4n-NaNO, 2 cem 4n-Mg(NQ,), 
0,000 n-AgNO, klar klar klar 
0,005 =» . ” ” 
0,01 ” , ” ” 
0,02 - zarte Triibung - 
grobflockige \ 
0,08 7 { starke Triibung J Opelescenz 
'( Verstarkung der 
0,04 . feine Triibung do. {reno bestehenden 
Triibung 
Hitzekoagulation. 
4 ccm . 
0,7°/, Albumin Beg road Nach wrenen von 
enthaltend s 2 com 4 tn-NaNO, | 2 cem 4 n- n-Mg( NO, \. 
0,000 n-AgNO, frolstinige Aue do. | do. 
|sundurchsicht. Trii- 
0,005» sarte areney \bung (nicht flockig) 
0,01 ” { aus 9 Trii- zunehmende 
0.02 ‘ kl why Niederschlige, 
0.03 : \ die sich voll- | schwere, sich ab- 
’ echo theateleinte stindig flockig |} setzende flockige 
— Kiiltetriibung absetzen | Niederschlage 
‘ oi wird durch Erhitz. } 
nicht verstarkt | 
Tabelle IX. 


Bestimmungen der Ag-Ionen in auf 100° erhitzter Losung von 


0,7°/, Albumin + AgNO,. 


























0,7°/, Albumin x Pag Cag Ag Pre 
0,005 n- aa 0, 0,084.02 2,5707 0,002 687 0,002 171 
0, 01 0,062 45 2,2096 0,006 171 0,003 183 
0,02 . 0,038 73 1,7912 0,01617 0,002 529 
0,05 " 0,017 67 1,4287 0,037 26 0,004 391 
0,08 - 0,006 23 1,2818 0,058 64 0,004 469 
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Tabelle X. 


Elektrische Leitfaihigkeit einer Lésung von 0,7°/, Albumin + AgNO, vor 
und nach dem Erhitzen. 


Verdunstung beriicksichtigt. 





























Reine 0,7°/9 Nach . 

AgNO, | Salzlésung | Albumin Kochen ws) ile, 

x X, x, +. 0,000 044 | +- 0,000 044 
0,0025 n | 0,0003240 | 0,0003112 | 0,000 2826 | 0,0000568 | 0,0000854 
0,005 » | 0,0006387 | 0,0005967 | 0,0005321 | 0,0000860 | 0,000151 
0,01 » | 0,001 246 0,001166 | 0,001074 0,000 1200 | 0,000 216 
0,02 » | 0,002389 0,002 257 0,002 166 0,000 176 0,000 267 
0,04 » | 0,004699 0,004 440 0,004 339 0,000 298 0,000413 
0,05 » | 0,005863 0,005470 | 0,005376 0,000 487 0,000 539 





Es zeigt sich also, daB durch das Kochen eine ganz be- 


.deutende Steigerung der Bindung von Silber an das Albumin 


in den niederen Konzentrationen bis gegen 0,05 n bewirkt wird, 
daB aber die maximale Bindung sich nicht iiber jene des un- 
gekochten Albumins erhebt. Es wird also durch das Kochen 
der maximale Bindungsgrad schon in niedrigeren Konzentra- 
tionen erreicht. Analoge Versuche mit Glutin und Casein aus- 
gefiihrt, ergaben dagegen, wie die elektrometrische Bestimmung 
und die Leitfahigkeitsmessung lehrte, bei diesen Proteinen keine 
Spur einer veranderten Silberbindung durch Erhitzen. 


So hatte beispielsweise die spezifische Leitfahigkeit einer 
1°/,igen Glutinlésung, die 0,005 n-AgNO, enthielt, vor und 
nach dem Erhitzen auf 100° den Wert 0,595-10-*. 


V. 

Das Casein’) ist im Gegensatz zu Glutin und Albumin 
in reinem Wasser praktisch gar nicht und auch in neutralen 
Salzlésungen sehr wenig léslich. Es war von Interesse zu priifen, 
ob es trotzdem Silber zu binden vermag. Zu diesem Zwecke 
wurde in je 50 ccm der verschiedenen Silbernitratkonzentra- 
tionen je 1 g Casein suspendiert. Diese Suspension wurde in 
einem Schiittelapparat 4 bis 5 Stunden energisch bewegt. In 
dieser Zeit war das Bindungsgleichgewicht erreicht, da ein 


1) Das zu den Messungen verwendete Priparat war aschefreies 
reinstes Casein ,Merk“, das sich in friiheren Versuchen mit reinstem, 
nach Hammarsten dargestelltem Kuhmilchcasein bei einer eingehen- 
den Untersuchung der physikalisch-chemischen Eigenschaften als gleich- 
wertig erwiesen hatte. ‘Diese Zeitschr. 70, 489 (1915). 
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langeres Schiitteln bis 24 Stunden und dariiber an dem SchluB- 
ergebnis nichts andert. Dabei geht ein Teil des Caseins in 
mehr oder minder kolloide Lésung, was schon an einer opa- 
lescenten Tribung und ziemlichen Schaumbildung derselben zu 
erkennen ist. Die geléste Menge betrug bei Zimmertemperatur 
0.06-g Casein in 50 cm* 0,01 n-AgNO,. 











od, 
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0 005 Q0?n 
‘ Ag NO, 
Fig. 5a 


Sonst war die Versuchsanordnung die gleiche wie beim 
Glutin. Die Bindung wurde elektrometrisch und mittels Mes- 
sung der Leitfahigkeit verfolgt. Die Ergebnisse sind in Ta- 
belle XIa, XIb und XII, sowie in den entsprechenden Fig. 5a 
und 5b wiedergegeben. 


Tabelle XIa. 


Reine Silbernitratlésungen. 








- ” a " 
Versuchslésung Volt Pag Cag 
0,005 n-AgNO, 0,06961 2.3217 0,004 767 
0,01 . 0,053 05 2,0377 0,009 167 
0,02 . 0,035 49 1,7339 0,018 45 
0,05 ” 0,01620 1,4034 0,039 49 
0,06 ” 0,005 194 1,2139 0,061 10 











Tabelle XIb. 


1 g Casein wurde in 50 com AgNO,-Lésung aufgeschwemmt und 
4 Stunden geschiittelt. 





























' a Ag 
Versuchslésung Volt Pag Cag ’ gebunden 
0,005 n-AgNO, + Casein} 0,08913 2,6587 0,00219 0,002 708 
0,01 . + >» 0,066 32 2,2661 0,005418 | 0,004052 
0,02 ~ + » 0,044.67 1,8934 0,01278 0,006 291 
0,05 ” + 9 0,019 32 1,4571 0,034 90 0,005 760 
0,07 ” + 0,006 858 1,2427 0,057 18 0,004731 
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Tabelle XII. 
Elektrische Leitfahigkeiten. 

















AgNO, - Konzen- Spez. Leitfaihigkeit | Spez. Leitfibigkeit 
trati seo der reinen Lésung}| bei Suspension x— %, 
: (x) von 1 g Casein (x,) 
0,005 0,000 638 7 0,000 4936 0,000 245 1 
0,01 » 0,001 246 0,0010130 0,000 233 0 
0,02 » 0,002 389 0,002 081 0,000 308 
0,05 » 0,005 863 0,005 275 0,000 598 
0,01 » 0,010958 0,010 268 0,000 690 


Aus den Versuchen geht hervor, daB8 auch das Casein 
Silber bindet und zwar in niedrigen Konzentrationen in viel 
erheblicherem MaBe, als es bei Glutin der Fall war. Die Bin- 
dung wichst wieder anfangs mit der Konzentration des Silber- 
salzes, um dann in hdheren Konzentrationen desselben kon- 
stant zu bleiben. 
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Fig. 5b. 


ES Es entsteht nun die Frage, ob sich die Bindung nur auf 
das geléste oder auch auf das ungeldste Casein erstreckt, 
das die weit iiberwiegende Menge bildet. Wenn auch das 
erstere in Anbetracht der geringen Mengen des gelésten Caseins 
nicht gerade wahrscheinlich ist, so ist doch diese Médglichkeit 
angesichts des bei anderer Gelegenheit festgestellten bedeuten- 
den Bindungsvermégens von Casein fiir Alkali nicht ganz von 
der Hand zu weisen. Es wurde daher ein Versuch ausgefiihrt, 
bei dem in 50 com einer 0,02 n-Silbernitratlésung sowohl 
1 g, als auch 2 g Casein suspendiert wurden. Wiirde das Silber 
bloB vom gelésten Casein gebunden, so war keine weitere 
Vermehrung der Silberaufnahme bei erhdhtem Zusatz von Ca- 
sein zu erwarten, da bei dem groBen Uberschu8 von unlés- 
lichem Casein beide Loésungen als gesattigt anzusehen sind. | 
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Tabelle XIII. 





50 eem 0,02 AgNO a ae 
versetzt mit | 6s Pag | Cag L gins 





1 g Casein 0,044 67 1,8934 0,01278 0,006 291 
2 » . 0,051 73 2,0150 0,009 659 0,009 743 


Wie aus Tabelle XIII zu ersehen ist, findet bei héherem 
Caseingehalt der Aufschwemmung eine erhebliche Mehrbindung 
von Silber statt. Wenn diese auch weniger als das Doppelte 
betragt, so darf dennoch mit Sicherheit angenommen werden, 
daB auch das ungeléste Casein, und zwar in bedeutendem 
Mabe, an der Silberbindung beteiligt ist. 

VI. 

Fiir die Beurteilung der Beziehungen zwischen Silber- 
salzproteinen und den bekanntlich reversiblen Alkalisalz- 
eiweiB-Verbindungen ist die Prifung der Reversibilitat der 
Glutinsilbersalz-Kombination von Wichtigkeit. Auf das Bestehen 
dieser Reversibilitat weist schon die weitgehende Loslichkeit des 
Silbersalzglutins mit einiger Wahrscheinlichkeit hin. Man kann 
in der Tat leicht feststellen, daB die andauernde Dialyse des 
Silbersalzglutins bis zum Verschwinden der Silberreaktion in 
der AuBenfliissigkeit wieder ein Glutin von unveranderten 
Kigenschaften liefert. Sowohl die gegen den geringsten Leim- 
abbau hochempfindliche Erstarrfahigkeit, wie auch die viscosi- 
metrische Reaktion als Séureglutin erwies sich bei der durch 
Auswaschen des Silbersalzes gewonnenen Glutinsubstanz als 
ganz unberiihrt. Es liefert also auch die hydrolytische Disso- 
ziation des Silbersalzglutins bei Verdiinnung das urspriingliche 
Protein. 

Danach war auch zu erwarten, daB Silbersalzglutin mit 
anwesendem Neutralsalz von Alkali- oder Erdalkalimetallen in 
ein reversibles Gleichgewicht tritt, wobei, abhaingig von der 
Masse des anwesenden Alkali- oder Erdalkalimetalles, das Silber 
aus seiner Verbindung mit dem Glutin verdringt werden miiBte. 
Wie die folgenden Versuche zeigen, trifft dieses Verhalten tat- 
sachlich zu. 

Zum Nachweise der abnehmenden Silberverbindung mit 


steigendem Neutralsalzzusatz wurden einer Mischung von 1° , 











ee ee 
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Glutin -+- 0,01 n- AgNO, wachsende Mengen von Natrium- und 
Bariumnitrat hinzugefiigt. Die freien Silberionen wurden wie 
oben elektrometrisch ermittelt und daraus das gebundene Silber 
berechnet. Die in der Kombination der Nitrate in Abwesen- 
heit von Glutin bestehende Silberionisation wurde fiir Natrium- 
nitrat rechnerisch nach Arrhenius, fiir Bariumnitrat potentio- 
metrisch gewonnen. Die entsprechenden Dissoziationsgrade 
stimmen, wie die Tabellen XIII, XIV erkennen lassen, in 
den niederen Konzentrationen erwartungsgemaB8 iiberein. 


Tabelle XIII. 


Dissoziationsgrade von 
0,01 n- AgNO, +- n- NaNO,. 





n- NaNO, a berechnet 


0,0 0,925 
0,01 0,901 
0,025 0,874 
0,05 0,844 


Tabelle XIV. 
0,0094n-AgNO, -+- n-Ba(NO;)o. 











n-Ba(NO,) | Pag | Cag‘ & des AgNO, 
0,0 0,054.40 2,0609 | 0,008692 0,925 
0,01 0,05500 2.0713 | 0,008486 0,902 
0,05 0,057 25 21100 | 0,007763 0,835 
0,1 0,05847 21310 | 0,007396 0,788 


Die Silberbindung an das Glutin mit steigendem Neutral- 
salzzusatz ist aus den folgenden elektrometrischen Messungen 
der Tabellen XV, XVI zu ersehen. 


Tabelle XV. 
0,01n-AgNO, + 1°/, Glutin + nNaNO,. 























n-NaNO, x Pag Cag | a Ag (geb.) 
0,0 0,05678 | 2,1021 0,007 905 0,925 0,001 879 
0,01 0,05686 | 2,1033 0,007 884 0,901 0,001 838 
0,025 0.05833 | 2,1285 0,007 440 0,874 0,001 490 
0,05 0,05856 | 2,1325 0,007 371 0,944 0,001 220 


Ein Blick auf die letzten Kolonnen der Tabellen XV, XVI 
zeigt die steigende Silberverdrangung aus der Glutinverbindung 
mit wachsendem Zusatz von Alkali- und Erdalkalisalz. 
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Tabelle XVI. 
0,0094 AgNO, + 1°/, Glutin + n-Ba(NO,),. 














n-Ba(NO,), | 2 | Pac | Cae | Ag(ged.) 
0,0 0,05854 2,1317 0,007,385 0,001415 
0,01 0,059 24 21443 0,007 173 0,001454 
0,05 0,06000 21573 0,006 962 0,000970 
0,1 0.06103 2'1750 0,006684 0,000926 





Nach den bisher angefiihrten Beobachtungen kann kein 
Zweifel bestehen, daB die Silbersalzglutinverbindung in 
ganz analoger Weise reversibel ist, wie etwa ein Alkali- 
salzprotein. 

Die Beziehungen zwischen Silbersalz- und Alkalisalzprotein 
reichen noch weiter. 

Aus den Untersuchungen von Oryng und Pauli be- 
rechnet sich fiir die Bindung von KCl an 1°/, Glutin eine 
maximale Aufnahme von rund 2,2.10~* Grammaquivalenten 
Chlor auf ein Gramm Glutin. Praktisch den gleichen Wert 
erreicht in unseren Versuchen die maximale Bindung von Sil- 
ber fiir ein Gramm Glutin aus Silbernitrat. 

Ferner hatten wir gefunden, daB mit wachsendem Glutin- 
gehalt in niederen Konzentrationen des Silbersalzes die Silber- 
salzbindung tiefer bleibt als der linearen Abhangigkeit vom 
Glutingehalt entspricht, eine Erscheinung, in der wir den Aus- 
druck einer hydrolytischen Dissoziation des Salzproteins er- 
blicken. Eine vollkommen parallele Erscheinung haben Oryng 
und Pauli fiir die Abhangigkeit der Chlorbindung von der 
Proteinkonzentration beim Salzprotein beschrieben ’). 

Aber auch das bei hoher Silberaufnahme wasserunlésliche 
Silbersalzalbumin verhalt sich ganz analog den léslichen Alkali- 
salzalbuminen. Schon eingangs waren die Unterschiede im all- 
gemeinen Verhalten des Silbersalzalbumins gegeniiber der von 
Pauli und Flecker aufgeklarten Doppelsalzbildung bei ge- 
wissen anderen Schwermetallspalzproteinen hervorgehoben worden. 
Entsprechend dem besonderen Verbindungstypus ist in den 
letzteren Fallen die maximale Metallbindung eine weit hohere. 
So ergibt sich aus den Versuchen von Pauli und Flecker 
bei Ferrisalz eine Héchstaufnahme von rund 1,6.10~* Gramm- 


) Lo., S. 385. 
Biochemische Zeitschrift Band 80. 14 
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iquivalenten Eisen auf ein Gramm Albumin. Dagegen bindet 
das Albumin aus Silbersalz nach unseren Messungen etwas 
weniger als ein DreiBigstel der Eisenmenge, nimlich nur rund 
5.10~* Grammiquivalente Silber pro Gramm EiweiB. Den 
gleichen Wert ergab wiederum die Chlorbindung in der 
reversiblen Alkalisalzalbuminverbindung nach den Messungen von 
Oryng und Pauli. Gegeniiber Alkali- und Silbersalzen ist also 
nicht nur dem Sinne nach ein tibereinstimmendes Verhalten 
von Glutin und Albumin zu finden bei der Bindung des an- 
ionischen Bestandteiles der ersteren und des kationischen der 
letzteren, sondern es besteht auch eine vollkommene Aqui- 
valenz der gebundenen Mengen in beiden Fallen. 

Die vorliegenden Zusammenhinge treten schlieBlich auch 
bei elektrischen Konvektionspriifungen deutlich hervor. 

Die beim Zusammenbringen von Ferri-Chromi-Uranyl- usw. 
Salzen mit Albumin eintretende Komplexsalzbildung, die durch 
Auftreten eines komplexen, das Protein enthaltenden elektro- 
positiven Ions charakterisiert ist, auBert sich als Wanderung 
des EiweiBes zum negativen Pole. 

Dagegen bleibt bei den EiweiBverbindungen der Alkali- 
salze — von der entladenden Wirkung hohen Salziiberschusses 
abgesehen — der Ladungssinn des nativen Proteins unverandert. 
Wir haben uns iiberzeugt, daB die Silbersalzverbindungen 
mit Glutin und Albumin in gleicher Weise anodisch 

: - wandern wie die reinen Proteine. 
aay i Unsere Versuche wurden mit dem 


von Landsteiner und Pauli seiner 
Zeit angegebenen Uberfiihrungsappa- 
rate’) ausgefiihrt, dessen Gebrauch 
naher bei Pauli und Flecker beschrie- 
ben ist. Eine Abbildung desselben bringt 

2 Fig. 6. Zur Uberschichtung der Kol- 
YY = = io, joidlésung diente Silbernitrat von der 

gleichen Konzentration, wie sie im mitt- 
leren U-Rohr neben dem Protein vorhan- 
den war. Als Elektroden dienten kurze 
Feinsilberdrihte. Die Potentialdifferenz 
an der Kolloidlésung betrug 55 Volt. 
Zum Proteinnachweise bewihrte sich so- 
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‘) Mit passendem Stativ zu beziehen durch Fritz Kohler, Leipzig. 
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wohl fiir Glutin als auch Albumin auch dieses Mal die Schichtung iiber 
Trichloressigsaure (vgl. Pauli und Flecker). Lésungen von 0,4°/, Al- 
bumin mit 0,001n-AgNO,, sowie von 0,25°/, Glutin mit 0,001n-AgNO, 
ergaben stets nach einer halbstiindigen Durchstrémung starke Schicht- 
probe auf der anodischen, spurenweise auf der kathodischen Seite, nie- 
mals ein umgekehrtes Verhalten. 


Bei dieser in allen wesentlichen Punkten festgestellten Uber- 
einstimmung der allgemeinen Eigenschaften der Silbersalz- und Al- 
kalisalzproteine, gleichgiiltig ob dieselben léslich sind oder nicht, 
und bei der quantitativen Deckung der elektrometrischen Messung 
des aufgenommenen anionischen und kationischen Salzanteiles 
durch das Eiweif in beiden Fallen, scheint uns einer voll- 
stindig widerspruchslosen Vereinigung der Versuchsergebnisse 
nichts im Wege zu stehen. 

Wir diirfen nunmehr folgern, daB bei den Neutralsalzeiweib- 
verbindungen der Alkali-, Erdalkali- und Silbersalze der anio- 
nische und kationische Teil des Salzes in aquivalenter 
Menge vom Protein aufgenommen wird. 

Wie dies schon bei Oryng und Pauli ausgefiihrt wurde, 
zeigt der Wert der maximal gebundenen Grammaquivalente 
Alkalisalz an, daB auf ein EiweiBmolekiil mehrere Salz- 
molekiile eintreten miissen, da man sonst zu einem un- 
wahrscheinlich niedrigen Molekulargewicht des Proteins gelangt. 
Vollkommen die gleichen Betrachtungen gelten fiir die Auf- 
nahme von Silbersalz durch die EiweiBkérper. 

Eine gewisse Sonderstellung nimmt das Silbersalzalbumin 
durch den nahezu linearen Verlauf der Bindungskurve in der 
Kalte und durch seine Wasserunléslichkeit ein, die allerdings 
bei Zimmertemperatur an das Uberschreiten eines Bindungs- 
wertes von etwa */, der maximal aufgenommenen Silbermenge 
gekniipft erscheint. Nach unseren Ausfiihrungen ware also ein 
genuines Silbersalzprotein, erst nachdem es mehrere Salzmolekile 
auf ein EiweiBmolekiil gebunden hat, unléslich. Die Héchstmenge 
des von Albumin aus Silbernitrat aufgenommenen Silbers wiirde 
sich aus unseren Versuchen auf rund 55 mg Ag fiir 1000 mg Al- 
bumin berechnen. Die gefundenen Unterschiede im Bindungs- 
vermégen der verschiedenen EiweiSkorper fiir Silbersalze haben 
auch einiges toxikologische und pharmakologische Interesse. 

Bei dem Dunkel, das gegenwiartig iiber der konstitutiven 
Grundlage der Hitzedenaturierung des Albumins schwebt, miissen 

14* 
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wir es uns derzeit versagen, an die beobachteten wechselsei- 
tigen Beziehungen zwischen Bindung von Silbersalz und Hitze- 
koagulation des Albumins weitergehende Bemerkungen zu 
kniipfen. 

Die Untersuchungen am Casein sind wegen der Mitwirkung 
des suspensoiden Anteiles an der Reaktion vorerst zu einer 
quantitativen Vergleichung wenig geeignet, doch entbehrt die 
Feststellung gewiB nicht des biologischen Interesses, daB der 
im iiblichen Sinne unlésliche Proteinanteil sich am Gleichge- 
wichte mit dem Salze erheblich beteiligt. 

Die Untersuchungen miissen nach verschiedenen Richtungen 
weitergefiihrt werden. Immer wieder offenbart sich auf diesem 
ebenso schwierigen als bedeutungsvollen Gebiet der hohe Wert 
der physikalisch-chemischen Behandlung. 


























Uber die Verschiebung einzelner amylolytischer Krafte 
der Malzamylase und deren Verhalten beim Aufbewahren 
in Gegenwart verschiedener Reagentien. 


Von 
T. Chrzaszez und A. Joscht. 


(Aus dem Laboratorium der Brennereischule und der Versuchsstation 
fiir Garungsgewerbe in Dublany.) 


(Hingegangen am 20. Dezember 1916.) 
Mit 3 Figuren im Text. 


Die bisherigen Resultate der Amylase-Untersuchungen stim- 
men im allgemeinen darin iiberein, daB das Wesen der Amylase- 
wirkung eine zusammengesetzte Erscheinung ist’). Nach den 
neuesten dahin zielenden Untersuchungen waren in dem Begriff 
der Amylase vier Funktionen, evtl. vier getrennte, enzymatische 
Krafte zu unterscheiden, die in verschiedener Weise ihre Wir- 
kung auf die Starke ausiiben; es waren namlich: eine starke- 
verfliissigende, eine starkedextrinierende, eine stirkeverzuckernde 
und endlich eine starkeausfallende Kraft ?). 

Von diesen vier Funktionen treffen wir in der Literatur 
am héaufigsten die starkeverfliissigende und die starkever- 
zuckernde Kraft beriicksichtigt, da sie leicht einer qualitativen 
Unterscheidung zuganglich sind. Das war auch ein Grund zur 
Ansicht, die von C. Oppenheimer ,,Zweienzymtheorie“ ge- 
nannt wird, nach der die Amylase in ihrer Wirkung eigentlich 
aus den genannten zwei Kraften zusammengesetzt ist. Die 
dextrinierende Wirkung entging sozusagen einer Untersuchung 
als separate Funktion, weil sie als weitere Wirkung der ver- 
fliissigenden Kraft, oder als Vorstufe der verzuckernden Kraft 


1) C. Oppenheimer, Fermente und ihre Wirkungen, Leipzig 1913, 
4. Aufl. 


*) T. Chrzaszez und K. Terlikowski, Wochenschr. f. Brauerei 
1912, Nr. 41 bis 44. 
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angesehen wurde’). Die letzte endlich: die stirkeausfallende 
Kraft ist verhaltnismaBig schwach und entgeht dadurch am mei- 
sten der Beobachtung’). 


Des weiteren bleibt also die Frage nach der zusammen- 
gesetzten Natur der Amylasewirkung offen. Bisherige Unter- 
suchungen fihrten noch nicht dazu, aus einem Priaparate oder 
einer Amylaselésung mit zusammengesetzter Funktion einzelne 
Praiparate oder deren Lésungen zu erhalten, die nur mit ein- 
fachen amylolytischen Kriften ausgestattet wiirden. Von dies- 
beziiglichen Bestrebungen kénnen nur zwei Arbeiten genannt 
werden: 

1. Die Arbeit von Fraenkel und Hamburg’), in der die 
Autoren nur zwei Krifte der Amylase, namlich die stirkever- 
fliissigende und die stiarkeverzuckernde beriicksichtigen und 
auf Grund eines angeblich reinen Priparates verschiedene 
Diffusionsmoéglichkeit der genannten Krifte bei der Dialyse zu 
zeigen bestrebt sind. 


Wir miissen aber ins Auge fassen, da die von den 
Autoren zur Gewinnung eines reinen Amylasepraparates ge- 
brauchte Methode ganz ernste Zweifel hervorruft, wie wir sie 
in der Arbeit von Miinter*) antreffen. Auch in unserem 
Laboratorium wurden keine giinstigen Resultate erhalten bei 
den Versuchen, die Amylase auf diese Weise rein zu gewinnen. 
Diese Zweifel werden durch widersprechende Einzelheiten der 
Arbeiten von Reinitzer®) und Miinter®) einerseits und Fraen- 
kel und Hamburg andererseits bekraftigt. Der Wert der 
experimentellen Resultate der Autoren wird durch den Gebrauch 
nicht ganz ausreichend empfindlicher Methoden vermindert, und 
was die Bestimmung der verzuckernden Kraft anbelangt, war 


‘) Wijsmann, Ree. d. trav. chim. des Pays-Bas 9, Nr. 1, 1890; 
Beyerinck, Zentr. f. Bakt. (II), 221, 1895. — Pottevin, Annales de 
l’Inst. Pasteur 18, 665, 1899. 

*) Fernbach und Wolff, Annales de |’Inst. Pasteur 18, 165, 1904; 
Chrzaszcz-Terlikowski, l. c. 

3) Fraenkel und Hamburg, Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 
8, 389, 1906- 

*) Minter, Landw. Jahrb. 39. Erg.-Bd. 3, 298. 

5) Reinitzer, Zeitschr. f. physiol. Chem. 61, 352, 1909. 

6) lc. 
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die beniitzte Methode (nach Effront) sogar ungenau’). Endlich 
ist das Sinken der verzuckernden Kraft in der dialysierten 
Fliissigkeit noch nicht ein Beweis fiir das Ubergehen derselben 
in das Dialysat, wie es aus den Arbeiten von Lisbonne und 
vor allem aus denen von Lisbonne und Vulquin®), ferner 
von Bierry, Giaja und Henri’*), Bierry-Giaja‘) und end- 
lich Guyenot*) hervorgeht. 

Aber der gréBte Einwand, der gegen diese Arbeit von 
Fraenkel und Hamburg gerichtet werden muB, ist der fast 
ginzliche Mangel an experimentellen Zahlen, was eine Nach- 
prifung ihrer Angaben unmdglich macht. Indem wir uns er- 
lauben, das Augenmerk auf diese Mangel zu richten, kénnen 
wir nicht umhin, unsere Verwunderung dariiber auszusprechen. 
daB diese Arbeit in ein so wichtiges Werk wie Oppen- 
heimers Fermente Eintritt erlangt hat und dort eine Beach- 
tung fand*), die unserer Meinung nach infolge Mangel an 
Daten ihr nicht zukommt. 

2. Die Arbeit von Chrzqszez und Terlikowski‘), in 
der verschiedene Funktionen der Amylase aus ungekeimtem 
Getreide zur Prifung gelangen. 

Endlich muB auch hervorgehoben werden, daB schon bei 
Gelegenheit vergleichender Amylasestudien auf Grund ver- 
schiedener Getreidearten einer von uns auf ungleichmaBige 
Verhialtnisse zwischen den Kraften gestoBen ist, die verfliissigend, 
verzuckernd oder dextrinierend auf die Starke einwirken’). 

Trotz dieser Arbeiten, die anscheinend schon in ausrei- 
chendem MaBe die Mannigfaltigkeit der Funktionen der Amylase. 
resp. die Ungleichartigkeit der Zusammensetzung ihrer Wirkung 
betonen, begegnen wir in der wissenschaftlichen Literatur Ar- 
beiten, die ganz entgegengesetzte Resultate im Hinblick auf 
das Einwirken verschiedener physischer sowie chemischer 


1) Chrzaszez und PieroZzek: Z. f. Spir.-Ind. 1910, Nr. 7 bis 14. 
2) Lisbonne-Vulquin, Ann. d. Brass. et d. distill. 15, 274, 1912. 
5) Bierry-Giaja-Henri, Soc. biol. 60, 479. 

4) Bierry und Giaja, Soc. biol. 62, 432, 1907. 

5) Guyenot, Soc. biol. 63, 439, 1908. 

6) C. Oppenheimer, I. ec. 1, 279. 

7 Eee SG, t- 

8) T. Chrzaszez, Wochenschr. f. Brauerei 1913, Nr. 41—42. 
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Agentien auf die Amylasewirkung angeben. Diese Widerspriiche 
werden dadurch bedingt, daB zur Bestimmung der Amylase- 
wirkung Methoden angewandt werden, die entweder nur ein- 
zelnen ihrer Funktionen entsprechen, oder solche, die zwar die 
Summe einzelner dieser Wirkungen umfassen, aber gleichzeitig 
diese Zusammensetzung nicht beriicksichtigen, oder nicht an- 
erkennen. Als Grundlage dieser Methoden dienen Anderungen 
der Viscositaét des Starkekleisters unter der enzymatischen Ein- 
wirkung, des polarimetrischen Drehungswinkels der entstehen- 
den Reaktionsprodukte, der optischen Dichte einzelner Reak- 
tionsfliissigkeiten, der Reduktion der Fehlingschen Lésung und 
der Jodreaktion. 

Wie gesagt, wurden auch in unserem Laboratorium einige 
Beobachtungen iiber das ungleichartige Spiel verschiedener 
Amylasewirkungen gemacht. Diese dienten uns samt den schon 
oben zitierten Einzelheiten als Unterlage fiir vorliegende Unter- 
suchungen. Die fiihrten wir in der Richtung zweier Fragen: 

1. Ob man imstande ist, mittels verschiedener Reagentien 
einzelne Amylasewirkungen voneinander zu trennen, indem man 
nur eine Funktion ohne die anderen erhalt; eventuell ob man 
dieselben auf diese Weise zu einer solchen Verschiebung gegen- 
einander bringen kann, daB man mit aller Wahrscheinlichkeit 
auf die Mannigfaltigkeit dieser Wirkungen schlieBen darf. 

2. Welches ist das Verhalten der Amylase, eventuell ihrer 
einzelnen Funktionen wahrend des Aufbewahrens in verschie- 
denen Reagentien? 


Die Untersuchungsmethode. 


Als Ausgangsmaterial wurde von uns ein Gerstenmalz be- 
niitzt, das in unserer Versuchsbrennerei 20 Tage gefiihrt, nach- 
her in einer Temperatur unterhalb 35° getrocknet und voll- 
stindig gemahlen wurde. Aus diesem Malze wurden gewoéhn- 
lich 5°/,ige Ausziige auf folgende Weise gewonnen: 10 g Malz 
wurde mit 200 ccm der entsprechenden Fliissigkeit in einem 
Mischkolben iibergossen und nachher in einem Schiittelapparate 
eine halbe Stunde geschiittelt; die Schiittelvorrichtung machte 
ca. 60 Drehungen in einer Minute. Dann wurde die ganze 
Fliissigkeit durch ein Papierfilter filtriert und nach der Ent- 
fernung der ersten Portion des Filtrates das kiare Filtrat auf 
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seine enzymatische Kraft untersucht. Diese Untersuchung 
wurde gewohnlich einige Male wiederholt: gleich nach der Fil- 
tration, nach 2 bis 4 Tagen und in interessanteren Fallen 
nach viel langerer, selbst monate- und sogar jahrelanger Frist. 
Teilweise arbeiteten wir auch mit 8°/,igen Ausziigen, denn 
durch die Kriegsereignisse wurden wir in unserer Arbeit ge- 
stort; nachdem wir aber nach 1'/, jahrelanger Unterbrechung zu 
derselben wieder zuriickkehren konnten, fanden wir, daB das 
iibrigens gut aufbewahrte Malz in seiner Wirkung etwas ge- 
schwacht worden war. Wir hielten es also fiir vorteilhaft, wie 
gesagt, 8°/,ige Ausziige zu beniitzen, um ihre diastatische Kraft 
mit den vorigen auszugleichen. Ihre Gewinnung wurde auf die 
schon beschriebene Weise durchgefiihrt, nur wurden immer 
16 g Malz anstatt 10 ausgezogen. 

In der Untersuchung der in dieser Weise gewonnenen 
Ausziige wurden von uns drei amylolytische Kriafte beriick- 
sichtigt, namlich die verfliissigende, verzuckernde und dex- 
trinierende Kraft. 

1. Die starkeverfliissigende Kraft wurde nach der in un- 
serem Laboratorium modifizierten') Methode von Lintner- 
Sollied bestimmt. Die Reproduzierbarkeit der so gewonnenen 
Zahlen haingt vor allem von der GroBe der verfliissigenden 
Kraft des Auszuges ab, und zwar: bei kleiner Kraft, also bei 
notwendigem Gebrauch gréBerer Dosen des Malzauszuges und 
des zu untersuchenden Reagens waren die Grenzen der er- 
haltenen Zahlen natiirlich weiter, sie iiberschritten aber niemals 
+ 0,1 cem des Malzauszuges. Dagegen bei starker verfliissigen- 
den Eigenschaft desselben, also bei Anwendung kleinerer Dosen, 
war die Reproduzierbarkeit der Bestimmungen besser, ihr Be- 
trag war + 0,05 ccm. 

2. Die verzuckernde Kraft wurde auf folgende Weise be- 
stimmt: 4 g lésliche Starke des Institutes fiir Garungsgewerbe 
in Berlin wurden hei gelést und nach dem Erkalten auf 100 ccm 
gebracht. Je 100 ccm dieser Starkelésung wurden in einem 
250-cem-Kélbchen durch eine halbe Stunde in einem Thermo- 
staten bei 50° mit einem Wattepfropf verstopft gelassen; diese 
Frist war zur Ausgleichung der Temperatur notig. In dem 


1) Chrzaszcez-PieroZzek, l. o. 
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von uns dazu benutzten Thermostaten nach Ostwald wurde die 
Temperatur 50° mittels eines Toluol-Regulators in den Grenzen 
+ 0,05° unterhalten. Der so erwirmte Starkekleister wurde 
weiter aus einer Pipette mit 5 com des zu untersuchenden Aus- 
zuges versetzt und bei 6fterem Riihren exakt durch eine halbe 
Stunde in dem Thermostaten gelassen. Dann wurde das Kélb- 
chen schnell herausgenommen, die Fliissigkeit mit 5 Tropfen 
30°), iger Natronlauge zum Zwecke der Unterbrechung weiterer 
enzymatischer Einwirkung beschickt, auf 17,5° abgekiihlt und 
mittels destillierten Wassers auf 500 ccm gebracht. Diese 
Fliissigkeit wurde dann filtriert, die erste Portion des Filtrates 
entfernt, und in dem klaren Filtrate wurde die Reduktion der 
Fehlingschen Lésung nach Bertrand bestimmt. Dazu wurden 
immer 20 ccm der Fliissigkeit verwendet und die Resultate 
in Kubikzentimeter einer titrierten Kaliumpermanganatlésung 
ausgedriickt, deren 1 com 0,009927 g Kupfer entsprach. 

Bei jeder Bestimmung wurde weiter 0,3 com KMnO,-Lésung 
(evtl. 0,56 ccm bei 8°/,igen Ausziigen) abgezogen; solche Kor- 
rektion erhielten wir durch das Versetzen der Starkelésung mit 
gekochtem Malzauszuge als Reduktion, die durch die Starke 
selbst und durch den in dem Auszuge befindlichen Zucker 
hervorgerufen wurde. Ebenso wurden entsprechende Korrek- 
tionen eingefihrt, wenn das untersuchte Reagens selbst eine 
Reduktion der Fehlingschen Lésung verursachte. 

Die so gewonnenen Zahlen waren im schlimmsten Falle 
in den Grenzen + 0,15 com KMnO, reproduzierbar. 

3. Die Eigenschaft der Ausziige, Dextrine aus der Starke zu 
bilden, wurde mit der unter 2. erhaltenen Fliissigkeit bestimmt. 
10 com derselben wurden mit 2 ccm einer Jodlésung versetzt 
(2 g Jod und 4 g Kaliumjodid in 11 destillierten Wassers) und 
die Farbe der Lésung untersucht. Dann wurden noch 10 cem 
der Jodlésung zugesetzt, um die Reaktion mit einem Uber- 
schuB des Reagens kennen zu lernen. Die Jodreaktion driickten 
wir in folgender Farbenskala aus: blau, blau mit violetter 
Schattierung, blau-violett, violett, violett-rot, rot-braun, gelb- 
rot, gelb. 

In solchen Fallen, in denen wir eine direkte Einwirkung 
des untersuchten Reagens auf die Starke oder auf die Feh- 
lingsche Lésung vermuten konnten, wurden besondere Proben 
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in dieser Richtung vorgenommen, wie oben gesagt, mitgerechnet, 
und hie und da in die Zusammenstellung (siehe Tafel I) ein- 
gefiihrt. 

Das Malz wurde von Zeit zu Zeit durch Untersuchung 
seiner Wasserausziige kontrolliert. Wahrend der ersten Mo- 
natsreihe unserer Untersuchungen fanden wir keine Verande- 
rung seiner anfanglichen enzymatischen Krifte. Den nach der 
Unterbrechung unserer Untersuchungen gefundenen Unterschied 
und seine Folgen haben wir schon oben (S. 4) besprochen. 

Als Grundlage unserer, dem Wesen nach vergleichenden 
Untersuchungen wurde von uns der wibBrige 5- oder 8°/,ige 
Malzauszug beniitzt. Er war natiirlich schwach sauer, und die 
Konzentration der Wasserstoffionen, mittels der Apparatur nach 
Michaelis’) elektrometrisch gemessen, betrug: 

5,46 (py nach Sérensen) bei 5°/,igem Auszuge 
5,35 (» ” ” pos 8°), ” 

Die in der vorliegenden Arbeit angegebenen Zahlen der 
Wasserstoffionenkonzentrationen waren wir imstande, mit obiger 
Apparatur mit der Reproduzierbarkeit + 0,045 py. zu bestimmen. 


Die starkeverfliissigende Kraft betrug: 


0,40 com Auszug auf 20°),ige Stairke bei 5°/,igem Auszuge 


0,55 ” ” ” 20° 0” ” ” 5°), ” 
nach 2,5 Jahren 
0,4 cem Auszug auf 20°/, » ” n 8%, » 


nach 2,5 Jahren. 
Die GréBe der verzuckernden Kraft war: 
10,00 com KMn0O, bei 5°/,igem Auszuge 
8,26 » ” n 6°) » ” nach 2,5 Jahren 
10.26 » » 7» 8% » ” n 2,5 
Die Jodreaktion war: 
gelb [rot (JodiiberschuB)| bei 5°/,igem Auszuge 
rot [» ” i» i, 6 ” nach 2,5 Jahren 
gelb [ » ” i. Fh ” n 25 » 
Den obigen waBrigen Auszug mit seiner Proportion der 
amylolytischen Krafte betrachteten wir als Grundlage unserer 


)L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. Berlin, Sprin- 
ger, 1914, Abb. 25, S. 131. 
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weiteren Untersuchungen; wir untersuchten namlich die Aus- 
ziige, die mit waBrigen Lésungen verschiedener chemischer 
Korper zusammengestellt wurden, mit denen wir eine Ver- 
ainderung des gegenseitigen Verhiltnisses der enzymatischen 
Krafte hervorzurufen hofften. Diese Reagentien waren meisten- 
teils organische, iibrigens von neutralen, sauren oder auch ba- 
sischen Eigenschaften. . 

Die erhaltenen Resultate wurden in der Tafel I (A, B und 
C) tabellarisch zusammengestellt (s. S. 220—231): 


Besprechung der Resultate. 


Aus der obigen Zusammenstellung der Resultate unserer 
Untersuchungen ersieht man folgendes: 

1. Wir vermochten die starkeverfliissigende Kraft von den 
anderen zu besprechenden amylolytischen Wirkungen zu ver- 
schieben, wie die nachstfolgende Zusammenstellung zeigt (Tafel 2, 
Fig. 1): 
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Starke-verflissigende Kraff ——»> 


Fig. 1. 


0 


Man ersieht also leicht aus Tafel 2 und obiger Figur, wie 
jedem Vermégen zur Verfliissigung der Starke immer eine ganze 
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Reihe von verschiedenen Verzuckerungskraften entspricht. 
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Es 


ergibt sich daraus die Folgerung, da8 man notigerweise die 
starkeverfliissigende Kraft der Malzamylase fiir eine besondere 
Funktion oder ein Enzym halten muB. 


Tafel 2. 





Verfliissigende Kraft 


Verzuckernde Kraft 


Maximum | Minimum 


Nr. des Experimentes 
in der Tafel 1 fiir das 


Maximum | Minimum 








0,25—0,45 
0,45—0,75 
0,75—1,05 
1,05—1,55 
1,55—2,05 
2,05—3,05 
3,05—4,80 


10,05 
9,70 
9,40 
8,90 
7,65 
7,40 
6,50 


1,30 
0,75 
0,75 
0,20 
0,35 
0,65 
0,55 





32 
143 
8 

2 
50 
205 
120 


208 
214 
224 
215 
220 
166 
167 





2. Wie schon aus obiger Zusammenstellung hervorgeht, haben 
wir die stirkeverzuckernde Kraft in unseren Untersuchungen 


ganz bedeutend von den zwei anderen abgelenkt. 


Als Beweis 


dafiir mége die Tafel 3 dienen (siehe auch die Fig. 1), die ahn- 
lich wie Tafel 2 nur mit Hinsicht auf die verzuckernde Kraft 


konstruiert wurde. 


Tafel 3. 





Verzuckernde Kraft 


ccm KMn0O, 


Verfliissigende Kraft 


Maximum | Minimum 


Nr. des Experimentes 
in der Tafel 1 fiir das 


Maximum | Minimum 





0— 1 
1— 2 
a 


0,65 
0,35 
0,3 
0,4 
0,4 
0,8 
0,6 
0,3 
0,25 


| 
| 
| 
| 


—] 


. 





9—10,05 


SD Pt DO SO et ee OO YO © 
CO = hm DO 1 GO DD C100 


0,25 


_— 





217 
208 
211 
86 
85 
151 
60 
206 
241 
32 


201 
118 
107 
136 
152 
135 
120 
13 
2 

1 


Daraus mu8 man dasselbe folgern, was wir fiir die stairke- 
verfliissigende Kraft bewiesen haben, daB namlich die ver- 
zuckernde Kraft eine besondere Amylasefunktion, eventuell ein 
besonderes Enzym bildet. 
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1}2] 3 tos: *S a ©... 
= 
Nr = D Lioungunittel Pu Untersucht _Veranderung v 
nt nach beim Aufbewahren 
ow 
ah | St 
Tafel I. 
1] 5 | 10% CHOH............ gleich 
2] 5 10°/, See ere ee —]| 2 Tagen 
B75 [80% mw ee ee ee -- gleich 
| 41 5 | 30%, WS aod Ske Ome ee oe — 2 Tagen 
51 5 | 40° lo ee Oi a in eee ale — gleich 
: OS. beeen 6 ek ee a ee —| 2 Tagen | Niederschlag, abfiltriert 
7) 5 | 10°, C,H0H ......---e. a gleich 
J@3 i. . eee ee eee te eee ae —| 2 Tagen 
91 5 110%, aN Cee Sak Bes ee _ oS 
“8 See ae ar ints commer —| gleich 
| 11 5 20° 0 a a, i Sar pS I —j| 2 Tagen 
12] 5 30/0 Ss ole Me ert 0b bce Yee _ gleich 
ee ay I eco cms th db stb ao rimcaitey ae —j| 2 Tagen 
es 6 eee kes ee 8 ie ee ee _ gleich 
Je eS. ee eee eee ee . —| 2 Tagen desgl. 
16} 5 | 50° FT Oe Be a OO RE e _ gleich 
715 10°/0 Bee ee as os — ~ 
18] 5 10 lo ae eae roe cede ae Br Lee —| 2 Tagen ' 
19} 5 30 le Bi eink ole! jG, ge oh _ gleich 
20] 5 30°) * ee Ser ae ea ae earn a — | 3 Tagen : 
21] 5 309/ et aE Sota ay Wary teat saat ie desgl. 3 
S21 5. Y 10"), Glyettim: «0. 0 ce ws ee _ gleich 
237 5 | 10°/ Hi ee a pave aa ceRe cre — | 13 Tagen 
24] 5 20 . > * SOY Laie a Ae anne ieee eae on gleich ; 
; 25] 5 20°) “ele ae We ox ve Oe tee ke oak ae — | 13 Tagen 4 
26] 5 30°), Dirigo" eb NE ak a ce le i a oe a gleich ; : 4 
7] 5 | 30° "NTS EP AE: Ur — | 37 Tagen | Wilde Hefe, abfiltriert. 5 
ae eee elk ek ee ee we — |ca. 2,5 Jahren] Kahmhefe, abfiltriert. 
= : = 3 0 Bo Peel 5 terme sok — Pe tw . 
t lo Fo. hoe See ae ee ee ee eee = age Niedersch] u Peni- 
31] 5 | 40° “ite St ee en Gees — fea. 2,5 Jahren “1 , ood 4 
PMT 6. 95s V8 5 4 Bie sa —| gleich { clliam, abitriert EE 
4 : io Ge + FAR A gs Se _ : Tagen | 
| Roa, oe ae ee ee — ” | 
35] 5 50° “See Sere ae ee ae ae — |ca. 2,5 Jahren klar ) 
3 ES Sd a eee ol eae ae ee _ gleich } 
37] 5 | 60° “Stee pe oe ees ° — jca. 2,5 Jahren desgl. 
. : a Paice Se ee eee — a tere 
é 70°) te aiieet ree Sree we eae i _ en ‘ 
ne ee el. Sei eee, Oe — |ca. 2,5 Jahren desgl. 
og So. See eee ercer ce ter eed ear _ gleich : 
42] 5 | 80°) A ee ee Ee —]| 12 Tagen oo 
43] 5 90°/o We oe ERC a ees PE _ gleich 
" 441 5 90 lo Meat dak th Nie ie ME A GO pee a seis 12 Tagen 3 
es 4 : ty J # ER Fa eR erm SP Oe: ~ gleich : 
ee vos we. =) ee ee ems Gale ” ; 
ee OM 6 wh aka Bind Roksan —| 2 Tagen & 
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Malzamylase. 22] 
7 8 9 10 11 12 13 
Der Auszug wirkt 

cantanea bei seeciiieed dextrinierend Das Losungsmittel selbst hat 

P Anzahl 8 Jodreaktion bei 10 com 
ye ,| com des} Eng der Flissigkeit und verfliissigende | = verzuckernde 
Starke Auszuges “ns | 2 com Jod | 10 cem Jod Kraft Kraft 
IA. 

20 0,90 9,10 gelb-rot rot 

20 1,10 8,90 . | “ 

10 1,30 7,70 blau-violett rot-braun 

10 | 1,40 7,30 . . 

6 0,60 4,55 blau | blau m. v. 8. 

6 | 070 4,45 : : 

20 0,60 9,55 gelb gelb-rot 

20 0,80 9,40 rot rot 

20 1,00 8,90 ” rot-braun 

20 0,70 9,05 - rot 

20 0,90 8,75 violett rot-braun 

20 2,00 7,55 blau m.v.S. violett 

20 2,40 7,20 . . 

10 0,80 5,90 blau blau m. v. S. 

10 0,90 5,50 “ - 

6 0,30 3,95 - blau 

20 0,40 9,70 rot gelb-rot 

20 0,40 9,40 “ rot 

20 0,60 8,75 “ ” 

20 0,65 8,55 violett-rot “ 

20 0,70 7,90 . | rot-braun 

20 0,30 9,90 gelb gelb 6°), Starke 0 

20 0,45 9,55 “ gelb-rot 

20 0,30 9,90 - gelb 

20 0,30 9,95 - “ 

20 0,30 10,00 - ” 

20 0,30 9,56 - | gelb-rot 

6 | 0,30 4,26 blau | blau m. v. S. 

20 | 0,30 9,95 gelb gelb 6°, Starke 0 

20 0,30 9,70 ” gelb-rot 

6 0,00 0,30 blau blau 

20 0,25 10,05 gelb gelb 

20 0,25 9,95 - ” 

20 0,30 9,55 “ gelb-rot 

20 0,70 7,26 rot-braun rot 

20 0,25 9,85 gelb gelb 6°), Starke 6 

20 1,00 6,12 violett-rot rot-braun 

20 0,25 9,90 gelb gelb 6°), Starke 6 

20 0,25 9.70 ‘ ms 

20 0,70 6,67 rot-braun rot 

20 0,35 9,51 gelb gelb-rot 

20 0,35 9,30 , - 

20 0,35 9,46 “ - 

20 0,35 9,20 - . 

10 0,40 0,35 blau blau m. v. 8. 

20 0,35 9,70 gelb gelb 

20 0,40 9,45 - gelb-rot 
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Prozentzahl 
des Auszuges 
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3 4 5 6 
Lésungsmittel Pu Untersucht Veranderung 
nach beim Aufbewahren 
NN sys io: hw eo Se eo _ gleich 
SES ee ee er era —| 2 Tagen 
REREAD RO ty nr gy tacas We Beenie ee nei — gleich 
ee Web ew tee Se ME 2 Tagen 
OR Se ace ce aor e ae wie ie a gleich 
a 2, eitinin «ow toy 6 ba it farce tae —| 2 Tagen 
Dl ig MONON, oo 8 wee ee _ gleich 
0,1°/, Be gee ew lw tele ogee ae —_ 1 Tage 
0,1 Wr) Urea lavin Sd Ro Sateen —]| 10 Tagen 
0, 20/° Pn oe iw al 5 deni een eee — gleich 
0,29), 0 eee eo _ 1 Tage 
0,5°/, MEE Re ee ee — gleich 
0,5, er et ae _ 1 Tage 
0,5°/, eee erase —]| 9 Tagen 
1% yi y 6 et ew Gel es eee — gleich 
1%), Oe Vier clee ch tec eceeled —]| 3 Tagen 
2°, By asa ee a ee en ee ae gleich 
2° Benge wian gan ee opie gree —| 3 Tagen 
5%, ie eee Bete | PA ae = gleich 
5% lier ea rar rare eee y —| 3 Tagen 
10°/, WS a ga) ws ee he cee _ gleich 
13°, dl KikeRaN Ni: feces wine _ * 
soit pate ce a ee ere “= . 
0,25°/, Asperagin Cr OES 3 eh ea — , 
0,25 °/9 OG aul et ee hee ee uee —]| 5 Tagen | Niederschlag, abfiltriert 
Ble ~ Mer read eee a eae a a gleich 
1%, Be ye gee he Be ace er a 3 Tagen Bakterien, abfiltriert 
3°, ee eee ed ee — gleich Bakterien u. Krystalli- 
3° i cA ct cieiaie artes be Se gt Rak wd —| 3 Tagen Seg! 
40/° Mt ee eA ee ee _ gleich { pat, sbGteeseet 
49, nS cot ee rehearse —| 3 Tagen desgl. 
5% Gig tie ae Pree ye — gleich 
5%, 3 faoitim: Dipak! Pa See he —]| 3 Tagen desgl. 
Reines ve ae ee ee — gleich 
Bis ae te gt at eet ad —| 12 Tagen verdorben, abfiltriert 
Wasser, mit n-Hexan tt ect _— gleich 
—| 2 Tagen 
Wasa, m. "Chloroform gesitt. (0,7 1: 100) — gleich 
n n ” ” a 2 Tagen 
“ , ” ” + « + «|—]| 22 Tagen | Niederschlag, abfiltriert 
ie pu —_ — Pe te ee ae — gleich 
ork ecg ied —| 2 Tagen 
Weneer, m. " Athylacetat gesiitt. (7,9: 100) | — gleich 
Wasser, mit Benzol gesatt. (0,072: 100) | — ” 
~ . ” Si eer —]| 2 Tagen verdorben, abfiltriert 
Wasser, mit — i nae Petoaae - gleich 
Sipe —| 2 Tagen filtriert 
Wener, mit Witeobensel gesattigt — gleich 
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7 3 es 10 | 11 12 13 
Der Auszug wirkt 
a fenlgead bei a dextrinierend Das Lésungsmittel selbst hat 
“ Anzahl ae ao bei 10 ccm 
‘0 |} cem des er Fluissigkeit und verfliissigende verzuckernde 
Stérke | Auszuges KMn0, | 9 com Jod | 10 com Jod Kraft Kraft 

20 0,50 9,30 gelb-rot | rot 
20 0,60 9,35 ” | rn 
20 1,55 7,65 violett | violett-rot | 
20 1,60 7,55 blau m. v. S. | ” 
| § 2,30 blau —_| blau m. v. S. 
10 2,50 2,10 ” » 
20 (),40 9,75 gelb gelb |; 04 cem KMnO, 
20 0,45 9,45 ” | gelb-rot 
20 0,60 7,95 gelb-rot | rot | 
20 | 0,40 9,20 gelb |  gelb-rot | 0,66 com KMn0, 
20 0,50 8,35 gelb-rot | rot 
20 | 0,50 8,60 " | " | 0,86 com KMn0, 
20 0,60 6,55 rot | rot-braun 
20 1,50 2,10 blau | —_-violett 
20 0,70 8,54 rot rot | 1,26 cem KMnO, 
20 1,60 2,15 blau | _ violett Die Starke | 
20 1,10 6,75 rot-braun | rot-braun ind t it nd 2,11 com KMn0, 
6 | 0,40 ors blan =| blau vird bei 100° 
6 0,40 2,90 ” | blau m. v. 8. ~ | 4,56 com KMnC 
6 0 0,30 » | bla pgp : 
6 0 0 * “ ’ | 8,05 com KMnO 
6 0 0 os geschleudert | 10°15 com KMn0, 
6 0 0 “ ” | 14,40 ccm KMn0O, 
20 0,40 9,35 gelb | gelb-rot 
20 0,50 9,25 . ” 
20 0,40 9,45 , , 
20 0,45 9,45 ” “ 
20 0,40 9,40 ” “ 
20 0,50 9,45 ” " | 
20 0,40 9,40 ” ” 
20 0,55 9,30 * ” 
20 0,40 9,35 ” “ | 
20 0,55 9,15 . - | 
20 0,35 9,95 * gelb 
20 0,60 7,95 gelb-rot rot 
20 0,25 9,50 gelb gelb-rot | 
20 0,40 9,30 - - | 
20 0,40 4,10 rot rot | 0,65 com KMnO, 
20 0,40 4,00 . * | 
20 1,20 1,80 blau violett 
20 0,30 9,70 gelb gelb | 
20 0,40 9,65 " " 
20 0,40 9,60 “ gelb-rot 
20 0,40 9,15 “ - 
20 0,50 8,45 ” - 
20 0,40 9,15 ” ” } 
20 0,50 9,00 - ” 
20 0,40 8,80 “ + | 
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Nr. 


97 
98 
99 
100 
101 
102 
103 


105 


136 


139 
140 
141 


96 


|| Prozentzahl 
des Auszuges 


20 GO G0 GO COGN EN CHEE | 








SE Or Ot Ot Ot St Ot Gt Or Ot Ot Sr Ot Ot Ot Ot Ot Or St Ot Ot Ot Or Gt OF OD OO OO OF Or Or Or OF Or or or 


Lésungsmittel 


Wasser, mit Nitrobenzol gesittigt P 
Wasser, m. Thymol gesiitt. (0,083 : 100) 


” ” ” ee hel a cen ee ee 
G.06°/, Kupfersulfat. . . 2... ss 

t 0/ >. eee. ee a eee Tee 
SS ag Smee Mareen 
og A ers Ra room tae 
0,1°/, ‘PE ee ees 
10° 4 Ammoniumsulfat ....... 
20°/, Bei ne be ple pees 
EN sty tae 
0,025 ° ee ee ae ae ae EY te ee 
OS Ss ce a ae 
a A is. ekg Pasa ese 
rm fn ge ca FS Bite Be cacti ares 
Re Ste eye Ee 
0,05° “Ce eae el ed he rR 
Re gM ter, sae 
Us 1: SRR ee a ae eer 
gE Es a's oe 
0,15 “A let Gh aie pe Oe agar serie cake 
ney 8 Roy nen 
OLS wl ea «te eet Oe 
ER cs 25 aig ag Bat Teas Woe 
aR RE SE Apo ria 
op SERS emerrae tee are her ere eae 
EES aera tar pe bar alee 
0,025°/, Ameisensfure. ....... 
0,025°/, “ER eee pita PRS eee 
0,05°/ Rete? a te Buia og \ aca 
0,05°/, Be ea eta 
0,025°/, Essigsiure ........- 
0,025°/, Beret a ge Le up Sega Se 
0,05 °/ ah Tee eer a ey ene 
0,05°/, fe i eee 
Me ‘io i ns ig eee gc ee 
0,2°/0 ; ag RESIN 
0,2°/, De oie wig ace eo eta es 
eg NO. ke nn 9 we es 
0,05 °/ Rat es eh rm eR 
0,019), Bernsteinsiure. ....... 
0,01), Ree vik bce Be 
0,025°/, ~ 2 anaes Pee gare 
0,025°/, Berl ete att, le tat lace 
0,05°/, Me oes Le ac 


141 


PH 








Untersucht 
nach 


2 Tagen 
gleich 
4 Tagen 
gleich 
2 Tagen 
gleich 
” 

2 Tagen 
gleich 


gleich 
3 Tagen 
gleich 
5 Tagen 
gleich 
4 Tagen 
gleich 
2 Tagen 
gleich 


” 


5 Tagen 
gleich 
4 Tagen 
gleich 
2 Tagen 
gleich 
3 Tagen 
gleich 
3 Tagen 
gleich 
4 Tagen 
gleich 
4 Tagen 
gleich 
4 Tagen 
gleich 
4 Tagen 
gleich 
3 Tagen 
gleich 
3 Tagen 
gleich 
3 Tagen 
gleich 


Verinderung 
beim Aufbewahren 


abfiltriert 





desgl. 


Niederschlag, abfiltrier: 


Tafe! 
Niederschlag, abfiltriert 
desg]. 


desgl. 


desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 
desgl. 


desgl. 
Bakterien, abfiltriert 


desgl. 
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Malzamylase. 995 
— ¢ 2 J 10 11 | 12 13 
Der Auszug wirkt 
starke- ver- aor . : , 
vetfilidlanad bell eacheuna dextrinierend Das Losungsmittel selbst hat 
ren . Anzahl Jodreaktion bei 10 ccm 
p — '° | com des KMn0 der Fliissigkeit und verfliissigende verzuckernde 
. pane Auszuges * | 2 ccm Jod | 10 eem Jod| Kraft __Kreft 
20 | 0,40 8,95 gelb | gelb-rot 
20 | 0,45 7,70 blau | blau m. v. S. 
‘ 20 | 0,60 7,25 * “ 
; 20 1,70 1,35 . violett-rot 
» 2 | 1,90 1,15 - violett 
: 20 |; 0,40 — gelb gelb 
rf 20 | 0,40 9,45 . . 
Itriert 20 | 0,40 8,81 “ | » gelb-rot 
= 20 , 0,30 9,55 - gelb 
20 1,00 8,45 rot rot 
Tafe} ; «IB. 
i 20 1,10 4,60 blau violett-rot keine | keine 
Itriert : 20 8,50 2,90 - blau-violett 
} 20 0,60 8,70 rot-braun — rot 
20 3,80 1,25 blau blau m. v. S. 
20 0,65 7,70 rot rot 
| 20 | 3,00 1,90 blau blau m. v. S. 
20 3,90 1,00 “ | blau-violett 0,00 cem KMn0O, 
10 0,70 0,65 . | blau m. v. S. 
20 | 0,40 9,56 gelb gelb 
20 0,60 7,76 violett-rot | rot 
20 | 4,30 0,76 blau | violett 
20 0,50 9,25 gelb | gelb-rot 
20 4,80 1,40 blau | blau m. v. S. 
; 620 0,55 8,60 rot-braun | gelb-rot 
: 20 3,20 6,50 violett | rot-braun } 
; & 1,00 5,50 ” | , | 
20 1,20 5,25 blau-violett | violett-rot 
20 0,60 8,40 rot rot 
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20 | 0,55 9,35 - gelb-rot 
20 | 0,50 9,35 ~ , 
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3. Die gréBten Schwierigkeiten zur Feststellung unserer 
Ansicht auf das Wesen der Sache bereitete uns die stirke- 
dextrinierende Kraft, weil dieselbe auf Grund einer Farben- 
skala bestimmt wurde, deren Stufen verschiedenen Abbaustadien 
der Starke entsprechen; es beziehen sich also dieselben immer 
auf komplizierte Gemische verschiedener Dextrine, unter denen 
manche hervorstechen. Eine Zusammenstellung entsprechender 
Zahlen aus der Tafel 1 soll dazu dienen, das Verhalten der 
dextrinierenden Kraft dem Verstandnis naherzuriicken (Tafel 4 
und 5, Fig. 2 und 3). 

Im allgemeinen gelangt man zu der Ansicht, daB die Jod- 
reaktion, die fiir die Abbaustufe der Starke charakteristisch ist, 
fester mit der verfliissigenden als mit der verzuckernden Kraft 
verkniipft ist. Es kénnen aber auch Fille vorkommen (z. B. Ex- 
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periment Nr. 105 oder 253), wo bei einer verhaltnismaBig niedrigen 
verfliissigenden und hohen verzuckernden Kraft eine hohe, d. h. 
weit vorgeschrittene Jodreaktion angetroffen wird. Dadurch 
wird wieder mehr eine Verschiebung und Verkniipfung mit der 
verzuckernden Kraft angezeigt. Diese Mannigfaltigkeit der Ver- 
schiebung der Jodreaktion in der Richtung beider anderen 
Amylasewirkungen weist darauf hin, da8 die ihr entsprechende 
Funktion entweder eine Resultierende beider Krafte ist, wofiir 
aber eigentlich eine groBere RegelmaBigkeit der Resultate 
sprechen miBte, oder aber, daB sie auch wie die zwei schon 
besprochenen Wirkungen eine selbstindige Funktion bildet, die 
durch das Bestehen eines besonderen Enzyms hervorgerufen 
wird. Auf Grund des schon Gesagten neigen wir auch zu der 
letzten Ansicht. 
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Jodreaktion 


Blau m. viol. Schatten 
Blau-violett 
Violett 


Tafel 5. 


Verzuckernde Kraft 


Maximum | Minimum 
0,20 
0,75 
1,00 
1,30 
6,12 
6,67 
3,05 








7,15 





Nr. des Experimentes 

aus der Tafel 1 fiir das 

Maximum Minimum 
216 
214 


97 
12 
3 
11 
20 
108 
17 
32 
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Wenn wir jetzt weiter das Verhalten der Amylase, resp. 
ihrer einzelnen Funktionen wahrend des Aufbewahrens mit 
verschiedenen Reagentien ins Auge fassen, so kénnen wir 
im allgemeinen unter diesen Reagentien zwei Klassen unter- 
scheiden; zu der ersten gehéren naimlich solche Verbindungen. 
die gut die Amylase aus dem Malze extrahieren, dieselbe weder 
bei dem Ausziehen noch beim Aufbewahren schidigen; gleich- 
zeitig wirken sie als Antiseptica, lassen also nicht zu, daB die 
Ausziige und also die in denselben gegenwiartige Amylase ver- 
dorben wird. 

Zu dieser Klasse 
zihlen wir auch die 
Reagentien oder aber 
diese Konzentrationen 
mancher von ihnen, bei 
denen manche Amylase- 
wirkungen erhalten blei- 
ben, wahrend andere 
geschadigt werden. 

Die zweite Klasse 
umfaBt wieder die Rea- 
gentien, welche die 
Amylase in allen ihren 
Wirkungen beeintriich- 
tigen, sowie auch andere, 
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zu haben oder nur mit Fig. 3. 

sehr schwachen ausge- 

riistet, verschiedene, die Amylase schidigende Kleinwesen zur 
Entwicklung zulassen. 

Der ersten dieser Klassen mu8 vor allem das Glycerin 
zugezaéhlt werden. Dasselbe wurde schon von vielen Autoren 
als enzymatisches Lésungsmittel beniitzt, insbesondere als ein 
Lésungsmittel fiir Amylase; hier bildet das Glycerin in jeder 
Beziehung ein vorziigliches Lésungsmittel und zwar fiir alle 
Amylasefunktionen in den Grenzen der Glycerinkonzentration 
von 20 bis 90°/,. Unterhalb dieses Konzentrationsgebietes 
wird zwar die Amylase ganz gut ausgezogen, doch wenn man 
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mit der Konzentration heruntergeht, so werden die Ausziige 
immer mehr zu einem guten Medium fir die Entwicklung der 
Bakterien und andere Mikroorganismen, die fiir die Amylase 
schadlich sind. Umgekehrt zeigen schon die Ausziige, die mit mehr 
als 90°/,igem Glycerin hergestellt wurden, eine kleinere enzy- 
matische Kraft. Die geeignetste Glycerinkonzentration, die noch 
nach 2'/, Jahre langem Aufbewahren keine Mikroorganismen zur 
Entwicklung zulaBt und die verhaltnismaBig sehr wenig die 
enzymatische Kraft des Auszuges schwiacht, ist 50°/). Durch 
die niedrigeren Glycerinkonzentrationen (20 bis 50°/,) werden 
die Ausziige auch gut aufbewahrt, aber doch nicht so gut wie 
durch die 50°/,ige, da sie schon den Kleinwesen, z. B. Hefen, 
Schimmelpilzen, leichter zuginglich werden. Oberhalb der Kon- 
zentration von 50°/, st6Bt man schon auf Schwierigkeiten 
wegen der hoheren Viscositét und der verlangsamten Filtration 
der Lésungen, wenn man schon dabei einen gréBeren Bedarf an 
Glycerin nicht in Rechnung ziehen will. 

Schon an dieser Stelle miissen wir das Augenmerk auf 
eine Erscheinung richten, die wir auch bei einer Reihe von 
anderen zu besprechenden Reagentien antreffen werden, daB 
namlich die Glycerinausziige gréBeres Verfliissigungsvermégen 
der Starke haben als der waBrige. Obiges kann durch ein ge- 
naueres Ausziehen des entsprechenden Enzyms oder durch eine 
anregende Wirkung der untersuchten Verbindung auf die Ver- 
fliissigungskraft verursacht werden. 

In der Reihe der geeigneten Amylaselésungsmittel muB 
an zweiter Stelle das Pyridin hervorgehoben werden. Es ist 
im Wasser léslich und wurde von uns in drei Konzentrationen, 
1°/,, 3°/, und 6°/,, beniitzt. Hier konstatierten wir dasselbe, 
was auch beim Glycerin bemerkt wurde, daB die Verfliissigungs- 
kraft hoher ist als im waBrigen Auszuge; die Ursache kann 
hier ahnlich sein wie beim Glycerin. Die Verzuckerungskraft 
ist hier aber weniger widerstandsfahig, natiirlich besonders an- 
gesichts héherer Pyridinkonzentration. 1°/,iges Pyridin zieht 
sehr gut alle drei enzymatischen Krafte aus; es ist aber nur 
ein schwaches Antisepticum und 1a8t also die Mikroorganismen- 
entwicklung zu. Der Ausdruck dieses Verhaltens sind die Re- 
sultate unserer Untersuchungen mit demselben nach 2*/, Jahren, 
Der 3°/,ige Pyridinauszug zeigt ein héheres Verfliissigungsver- 
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mogen, gleichzeitig verzuckert er etwas schwicher als der vorige. 
Diese Krafte werden darin verhiltnismaBig gut aufbewahrt, 
denn nach 2'/, Jahren waren sie noch nicht vernichtet. Die 
6°/,igen Pyridinausziige sind schon stirker beschidigt, was die 
Verzuckerungskraft anbelangt; gleichzeitig aber wird die Ver- 
fliissigungskraft so gut aufrecht erhalten, daB noch nach 2"/, Jahren 
0,9 ccm des Auszuges 2 g Starke zu lésen vermag. Wir miissen 
also das Pyridin als geeignetes Losungsmittel zur Herstellung 
solcher enzymatischen Ausziige ansehen, die durch eine lingere 
Zeit aufgehoben und untersucht werden sollen. 

Das dem Pyridin nahestehende Chinolin ahnelt demselben 
auch in dieser Hinsicht; als schwach léslich im Wasser wurde 
es von uns in Form der in der Zimmertemperatur gesit- 
tigten Wasserlésung beniitzt. Die damit hergestellten Aus- 
ziige verfliissigen die Starke wieder leichter als die rein wib- 
rigen. Die verzuckernde Kraft bleibt im Chinolinwasser gut 
erhalten, da sie sich wahrend 11/, Monaten ohne Anderung 
erhalt, und die verfliissigende Kraft ist hier etwas schwacher, 
da sie schon nach */, Monat ein Sinken aufzuweisen hat. Das 
Chinolinwasser ist ein ziemlich schwach antiseptisches Mittel, 
denn nach 2 Monate dauerndem Aufbewahren zeigt es einen 
starken Bakterienwuchs, dessen Wirkung das Sauer- sowie 
Schwacherwerden des Auszuges war. 

Zu derselben Gruppe, was nimlich das Verhalten der Amy- 
lase gegeniiber anbetrifft, muB auch das Ammoniumsulfat in der 
Konzentration von ca. 10°/, zugerechnet werden. Die entsprechen- 
den Ausziige sind keineswegs amylolytisch geschwiicht, und ob- 
wohl in dieser Arbeit das Verhalten derselben beim Aufbewahren 
nicht untersucht wurde, geht es doch aus den vorigen Beobach- 
tungen des Einen von uns hervor, daB sie sich gut aufheben 
lassen. Aber lange Zeit schiitzt das 10°/,ige Ammoniumsulfat 
nicht vor der Entwicklung der Mikroorganismen. Hohere 
(NH,),S0,-Konzentrationen geben schwichere diastatische Aus- 
ziige wegen des schwiicheren Lésungsvermégens fiir die Amy- 
lase, sowie wegen der Ausfillung derselben wahrend der Zeit 
des Aufbewahrens. 

Wir gehen jetzt iiber zu der zweiten Klasse der Verbin- 
dungen, die entweder die Amylase schadigen oder aber der 
Entwicklung von Mikroorganismen nicht entgegenzuwirken ver- 
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mégen. In erster Linie miissen diese Reagentien besprochen 
werden, die zur Herstellung der enzymatischen Lésungen, ins- 
besondere der Amylaselésungen, beniitzt werden. 

Das Wasser extrahiert die Amylase ausgezeichnet, weil 
ihre Ausziige in unseren Experimenten die héchsten Zahlen 
aufzuweisen haben, mit einigen Ausnahmen der verfliissigenden 
Kraft, die schon besprochen wurden oder noch beriihrt werden. 
Es wirkt aber nicht antiseptisch; es entwickeln sich Organismen, 
die mittelbar oder unmittelbar auf die Amylase schidlich wirken. 

Die Kohlenwasserstoffe, wie Hexan, Benzol, Toluol, wurden 
von uns als solche oder als gesattigte Wasserlésungen beniitzt. 
Diese Verbindungen bilden natiirlich als solche keine Lésungs- 
mittel fiir die Amylase; ihre in der Zimmertemperatur er- 
haltenen Wasserlésungen haben in dieser Beziehung folgende 
Eigenschaften: 

Die Hexanausziige sind starker verfliissigend als die wab- 
rigen (anfangs sogar 0,25 ccm fiir 2 g Starke). Benzol und 
Toluol sind in ihrem Verhalten ganz gleich, sie extrahieren 
aber etwas schwacher die Amylase, jedenfalls schwicher als 
das Wasser, was die Verzuckerungskraft anbelangt. Die ver- 
fliissigende und dextrinierende Kraft wird durch diese Lésungs- 
mittel ganz gleich, wie durch das Wasser selbst, ausgezogen. 
Toluol als das starkste Antisepticum unter den drei genannten 
Kohlenwasserstoffen wirkt energisch der Entwicklung der Klein- 
lebewesen entgegen, aber so, wie es hier beniitzt wurde, reicht 
es dafiir fiir langere Zeit nicht aus. Daher kommt es auch 
hier zum Sinken der amylolytischen Kriafte beim Aufbewahren. 

Unter den aliphatischen Verbindungen gibt Chloroform, als 
eine in der Zimmertemperatur gesattigte Wasserlésung ver- 
wendet, einen Auszug, der eine wesentlich gehemmte Ver- 
zuckerungskraft aufweist, die Verfliissigungskraft und die dex- 
trinierende bleiben unversehrt. Nur die letztere wird sehr 
wenig geschwicht. Beim laingeren Aufbewahren unterliegen 
aber diese Ausziige einer Mikroorganismenflora und zeigen sehr 
starke Abnahme der amylolytischen Krafte. Das CHCl, ist also 
weder als Lésungsmittel noch als enzymschiitzendes Mittel 
geeignet. 

Wasser mit Tetrachlorkohlenstoff ausgeschiittelt gibt zwar 
eine Lésung, die die Amylase gut auszuziehen vermag, aber 
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wegen geringer Léslichkeit des Tetrachlorkohlenstoffs kein Anti- 
septicum bildet. 

Unter den Benzolabkémmlingen gibt das Nitrobenzol, eben 
so wie die anderen im Wasser unléslichen Reagentien verwendet, 
einen Auszug, der nur wenig schwicher verzuckert als der rein 
waBrige; derselbe wird aber vor Verderben nicht geschiitzt. 

Dann gab das Anilin einen Auszug, der die Starke mehr 
verfliissigte als der rein waBrige, aber gleichzeitig war er 
schwicher, was die Verzuckerungskraft anbelangt. Die Aus- 
zuge sind nur schwach antiseptisch, und beim Aufbewahren 
konnten wir merkwiirdigerweise ein schnelles und starkes Fallen 
der Verzuckerungskraft mit der gleichzeitig sich verhaltnismaBig 
gut erhaltenden dextrinierenden und verfliissigenden Kraft kon- 
statieren, 

Trikresol, das durch 8. 8. Graves und Ph. Kober’) als 
ein gutes enzymatisches Antisepticum empfohlen wurde, ist 
eigentlich in der Konzentration 0,5°/, ein besseres Antisepti- 
cum als das mit Toluol gesittigte Wasser und gibt wirklich 
einen starken Auszug, doch schwicht es beim Aufbewahren die 
Enzymwirkung ganz wesentlich. 

Thymol (im Wasser im Verhaltnis 1: 1200 geldst) gibt 
schon einen von dem wiaBrigen bedeutend schwiacheren Auszug, 
dessen Kraft noch weiter beim Aufbewahren unter Mikroflora- 
entwicklung sinkt. 

In gr6éBerer Anzahl von Individuen und in mehreren Kon- 
zentrationen beniitzten wir die Alkohole, das Formalin, Aceton, 
sowie verschiedene Saiuren. Die Alkohole, besonders das Athy]- 
alkohol, sind bekannte und oft angewandte enzymatische 
Lésungs- und Ausfallungsmittel. Hier verwenden wir die drei 
ersten Alkohole, d. h. Methyl-, Athyl- und n-Propyl-Alkohol. 
Im allgemeinen wirken sie unvorteilhaft auf die Amylase und 
vor allem auf ihre verfliissigende Kraft ein. Dieser Einflu8 
ist starker bei dem niederen, z. B. Methylalkohol, als bei 
hdherem, -z. B. dem Propylalkohol. Dies kommt augenscheinlich 
auch beim Aufbewahren der Ausziige zur Geltung, wobei die 
Verfliissigungskraft unter der Alkoholeinwirkung besonders zu 
leiden hat. Natiirlich wiachst auch dieser schaidigende EinfluB 


t) Amer. Journ. of Chem. Soc. 36, 751, 1914; ref. Wochenschr. f 
Br. 1914, 348. 
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mit dem Wachsen der Alkoholkonzentration; und zwar ist ober- 
halb 30°/, die Verfliissigungskraft schon zu weit geschwiicht, 
um Anla8 zum Gebrauch so hochprozentigen Alkohols zu geben. 
Bei dieser Konzentration mu8 unserer Meinung nach der enzy- 
matische Gebrauch der Alkohole sein Ende nehmen. Dies 
letztere mu besonders angesichts der allgemeinen und beliebten 
Anwendung der Alkohole in der Enzymatik hervorgehoben 
werden; vorzugsweise werden sie bei der Darstellung der Amy- 
lase als Reinigungsmittel und zwar bis zu den héchsten Kon- 
zentrationen verwendet. 

Das Benehmen des Formalins der Amylase gegeniiber war 
besonders interessant angesichts der zahlreichen Vorschlige, das- 
selbe als ein antiseptisches Mittel in dem Garungsgewerbe zu 
beniitzen. Es kénnen hier auch die Arbeiten von Szomlé6 und 
Laszléffy*), sowie die Arbeit von Petit?) angefiihrt werden, 
die das Formalin auch als enzymatisches Antisepticum anzu- 
wenden empfehlen. Wie man aus Tafel I, A, Experiment 
Nr. 54—70 leicht ersieht, kann hier von dem Gebrauch héherer 
Formaldehydkonzentrationen nicht die Rede sein, Mit Lésungen 
unter 0,1°/, Formaldehydgehalt wird die Amylase gut ausge- 
zogen. Alle noch wirkenden Ausziige sind zwar gegen Ver- 
derben gut geschiitzt, ihre enzymatischen Wirkungen aber fallen 
schnell unter dem starken EinfluB des Formalins. Die Resul- 
tate der Arbeit von Petit*) sind uns also vdéllig unklar, da 
wir sie gar nicht bestitigen kénnen., 

Obige Ergebnisse der Untersuchungen mit Formalin zeigen 
uns, daB das Verwenden von Formalin im Gérungsgewerbe 
nur unterhalb 0,5°/, médglich ist. Diese Verwendung aber 
kann nur dort stattfinden, wo das Formalin eine kurze Zeit 
auf die Amylase oder Malz einwirkt, z. B. also beim Waschen 
des Malzes u. dgl. 

Das Aceton ist nur bis etwa 30°/, ein gutes Extraktions- 
mittel fiir die Amylase; es schwacht sie ein wenig und hilt 
sie unverindert nur auf die Dauer von ca. 2 Tagen. Héhere 
Konzentrationen aber eignen sich schon gar nicht zum enzy- 
matischen Gebrauch. 

1) Oesterr. Chem.-Zeit. 7, 126. 


*) Compt. rend. d. Paris 161, 39; ref. Wochenschr. f. Br. 1915, 412. 
*% Lo. 
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Das Chinin, in Wasser gelést, andert fast gar nicht die 
Eigenschaften des H,O als Amylaselésungsmittel. 

Die Saureeinwirkung auf die Amylase gipfelt darin, dab 
die Amylase von gewissen Konzentrationen an geschadigt und 
schlieBlich vernichtet wird, und zwar ist hier immer die ver- 
zuckernde Kraft empfindsamer als die verfliissigende Kraft. 
Bei den enzymatischen Reaktionen wird sehr oft eine anregende 
Wirkung kleiner Séiurekonzentrationen beobachtet. Dieser Ein- 
flu8 aber war bei unseren Experimenten nicht zu sehen, da 
die originelle Wasserstoffionenkonzentration des rein waBrigen 
Auszuges schon oberhalb der anregenden Konzentration lag. — 
Als antiseptische Mittel kénnen die Sauren nicht empfohlen 
werden; bei niedrigen Konzentrationen unterliegen die Ausziige 
dem Verderben und bei den héheren wieder der stark schadi- 
genden Wirkung der Saéuren. — 

Die Basen mit einem stark ausgepragten basischen Cha- 
rakter sind natiirlich auch von gewisser Grenze an sehr schid- 
lich fiir die amylolytischen Enzyme und zwar am meisten fiir 
die Verzuckerungskraft, die von ihnen in noch stiarkerem MaBe 
als von den Sauren von der Verfliissigungskraft verschoben 
wird. Speziell kénnen wir das beim NH, beobachten, dann 
bei zwei anderen anorganischen Verbindungen mit basischem 
Charakter. Die organischen Basen wie Pyridin und Chinolin 
wirken schon erheblich schwacher, obige Tendenz bleibt aber 
erhalten. 

Weitere, z. B. Asparagin und Harnstoff, geben ganz gute 
Ausziige, die aber sehr schnell verfaulen. Der Harnstoff gibt 
sogar bei héherer Konzentration stirker verfliissigende Ausziige 
als das Wasser, nur unterliegt er, wie gesagt, dem Verderben 
mit der Amylase zusammen. Eine anregende Wirkung des 
Asparagins in den Ausziigen, wie es die Arbeiten von Effront’) 
angeben, konnten wir weder beobachten noch bestiatigen. 

Interessant ist auch in seiner Einwirkung das Kupfer- 
sulfat, das ebenfalls die Verzuckerungskraft im Vergleich mit 
der Verfliissigungskraft sehr stark schaidigt und also die beiden 
zur Verschiebung bringt. 


*) Compt. rend. d. Paris 115, 1324; Bull. Soc. chim. 31, 1230. 
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Zusammenfassung. 


1. In der Malzamylase konstatieren wir zwei deutlich von- 
einander unterschiedene Krafte: die stirkeverfliissigende und 
die starkeverzuckernde Kraft. Diese sehen wir als selbstindig 
bestehende und wirkende Enzyme an, deren Einwirkung von- 
einander unabhangig ist. 

2. Die stirkedextrinierende Kraft halten wir fiir eine Re- 
sultante beider genannten Krafte unter Bedingungen, die heute 
noch nicht exakt bestimmt werden kénnen, oder auch in diesem 
Falle fiir eine gesonderte Kraft mit einem ursichlichen Zu- 
sammenhange mit den beiden genannten. Zur letzten Ansicht 
waren wir mehr geneigt. 

3. Die Jodreaktion verschiebt sich bei der Einwirkung der 
Amylase einmal stirker mit der verfliissigenden Kraft, einmal 
wieder mehr mit der Verzuckerungskraft; doch meistenteils 
korrespondiert sie mit der Verfliissigungskraft. Angesichts des- 
sen halten wir die Jodreaktion und die darauf gegriin- 
deten Methoden, z. B. nach Wohlgemuth’), fiir ganz un- 
geeignet zur Bestimmung des Wertes der Amylasepriparate 
und speziell der GréBe der verzuckernden Kraft. Doch kénnen 
sie zur Bestimmung der dextrinierenden Kraft dienen, wenn 
man dieselbe als ein besonderes Enzym ansehen will. 

4. Bei der Untersuchung der Amylase kann man, wie das 
schon T. Chrzqaszez und K. F. Terlikowski’) betonen, nicht 
die allgemeine Kraft eines Amylasepraparates auf Grund einer 
seiner Funktionen besprechen; man muB hier alle deutlich her- 
vortretenden Wirkungen, Enzyme, ins Auge fassen, zum min- 
desten die verfliissigende, verzuckernde und dextrinierende 
Kraft. 

In den vorliegenden Untersuchungen wurde die stirke- 
ausfallende Kraft nicht beriicksichtigt. 

5. Die bisher zur Herstellung der Ausziige der Amylase, 
zu ihrer Ausfallung oder zum Aufbewahren beniitzten Reagen- 
tien, wie reines Wasser, Alkohole in verschiedenen hohen Kon- 
zentrationen, Aceton, Chloroform, sind zu dieser Verwendung 


nicht geeignet. 


1) Biochem. Zeitschr. 9, 1, 1908. 
) le. 
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6. Zur Herstellung der Amylaseausziige fiir Untersuchungen 
(wahrscheinlich auch anderer Enzyme) schlagen wir Glycerin 
in verschiedenen Konzentrationen, Pyridin und Chinolinwasser 
vor. Ihr Verhalten ist in dieser Hinsicht so vorteilhaft, da8 
erst jetzt exakte Priifung der amylolytischen Priparate wahrend 
einer langeren Zeitdauer erméglicht wird. 

7. Die Basen im allgemeinen und zwar sowohl organische 
wie besonders anorganische wirken in entsprechender Kon- 
zentration sehr giinstig, wahrscheinlich auch anregend auf 
die Verfliissigungskraft und auf die dextrinierende Kraft ein. 
Jedoch ist ihr Einflu8 ungiinstig auf die Verzuckerungskraft. 

8. Alkohole dagegen schadigen stark vor allem die ver- 
fliissigende und dextrinierende Kraft, schwacher die Verzucke- 
rungskraft. 

9. Eine ganze Reihe von K6rpern ist der Amylase gegen- 
iiber neutral oder schadigt dieselbe gleichmaBig. Andere, wie 
Ammoniumsulfat, Harnstoff, Asparagin wirken giinstig auf die 
Amylase ein, jedoch schiitzen dieselben nicht vor Mikro- 
organismen. 











Uber Resorption und Umsatz abnorm groBer Gaben von 
Rohrzucker und Invertzucker. 


Von 
C. Brahm. 


(Aus der chemischen Abteilung des tierphysiolog. Institutes der Kgl. 
Landw. Hochschule.) 


(Hingegangen am 23. Dezember 1916.) 


Weiter noch als iiber die Funktionen der verschiedenen Zucker- 
arten im pflanzlichen Leben gehen die Ansichten iiber deren Rolle 
und Bedeutung beim tierischen Stoffwechsel auseinander. Die 
Schwierigkeiten der physiologischen Fragestellung und der phy- 
siologisch-chemischen Methoden, die Verschiedenheiten im Ver- 
halten der einzelnen Klassen des Tierreiches, endlich die in 
der Individualitat der Versuchsobjekte begriindeten Abweichungen 
lassen es erklarlich erscheinen, da8 hiufig selbst beziiglich prin- 
zipiell wichtiger Grundlagen die Ergebnisse der Forschungen 
und die Deutungen dieser Ergebnisse keineswegs iibereinstimmen, 
ja nicht selten sogar zu ganz entgegengesetzten SchluBfolge- 
rungen fiihren. 

Als zweifellos feststehend kann es betrachtet werden, daB 
die weitaus meisten Zuckerarten und die ihnen nahestehenden 
Kohlenhydrate vom tierischen Organismus rasch und in groBen 
Mengen absorbiert werden. Im allgemeinen wirken sie hierbei 
eiweiBsparend und erweisen sich in dieser Hinsicht den Fetten 
mindestens gleichwertig, vielleicht sogar iiberlegen'). Ferner 
steht fest, daB die Disaccharide vor der Aufnahme gespalten 
sein miissen, da unzerlegte Diosen kein Nahrstoff fiir die Zellen 
sind. Inwieweit aber bei groBen Dosen diese Darmarbeit quan- 
titativ verlauft, ist wenig untersucht. Das Material, das sich 
iiber die Verdauung und die Schidlichkeit des Rohrzuckers 


*) M. Rubner, Zeitschr. f. Biol. 15, 192, 1879. 
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vorfindet, ist auBerordentlich sparlich. Es liegen nur relativ 
wenig Arbeiten vor, die sich mit der Frage beschiaftigen, was 
eintritt, wenn man auBerordentlich groBe Mengen von Rohr- 
zucker verfittert. Diese Versuche sind sowohl an Menschen, 
wie an Hunden, wie auch an Kaninchen und Végeln angestellt 
worden. Die Antworten auf die Frage, treten nachweisbare 
Mengen Zucker nach GenuS8 von Kohlenhydraten im normalen 
Harn auf und wieviel, gehen in verschiedener Richtung. Einige 
Forscher, wie Baumert’), Lehmann’®), Kersting*), fanden 
bei Versuchen an Tieren und an sich selbst nach Aufnahme 
von Zucker in den Magen keinen Zucker im Harn. Zu dem 
gleichen Resultat kam Hoppe-Seyler‘) bei seinen Versuchen 
an Hunden mit Rohrzucker. Nach Frerichs*) treten keine 
Spuren von Zucker in den Harn iiber, auch wenn sehr be- 
deutende Mengen davon genossen werden. Lehmann’) lebte 
2 Tage lang ausschlieBlich von Zucker und Fett, ohne daB im 
Harn sich eine Spur gezeigt hitte. Budge’) erzielte bei seinen 
Versuchen an Menschen und Kaninchen negative Resultate, 
wahrend er bei Hunden nach Fiitterung von Rohrzucker im 
Harne Zucker gefunden haben will. C. Schmidt*) konnte nach 
Fiitterung einer Katze mit Rohrzucker und Milch bedeutende 
Mengen ,,Harnzucker“ im Harne nachweisen. Vogel*) sagt: 
»Nach dem GenuB von ungewohnlich groBen Mengen Zuckers 
1iBt sich auch bei gesunden Menschen meist bald nachher eine 
ungewOhnlich groBe Menge von Zucker im Urin nachweisen.“ 
Cl. Bernard") erwahnt, daB der Traubenzucker im Harn nach 





1) Baumert, Jl. f. prakt. Chem. 54, 361, 1851. 
*) Lehmann, Lehrbuch d. physiol. Chem. 1, 270, 273, 1853. 
5) Kersting, Diss. inaugur. Lipsiae 1847, cf. Lehmanns Zoo- 
chemie, Heidelberg 1857, S. 197. 

*) Hoppe-Seyler, Virchows Archiv 10, 144 bis 170, 1856. 

5) vy. Frerichs, Uber den Diabetes. Berlin 1884, S. 39 bis 40. 

*) Lehmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 2, 375. 

*) Budge, Arch. f. physiol. Heilkunde. III. Jahrgang, 1844, 395 
bis 616, 402 bis 408. 

*) C. Schmidt, Charakteristik der epidemischen Choiera. Leipzig 
und Mitau 1850, 8S. 167, 168. 

*) Vogel, Virchows Handbuch d. spez. Pathol. u. Therapie 6, 490, 
Abteil. 2, Erlangen 1856 bis 1865. 

1) Cl. Bernard, Legons sur le diabéte et la glycogenése animale. 
S. 70. Paris 1877. 
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GenuB von Kohlenhydraten besonders dann auftritt, wenn der 
Betreffende vorher gefastet hat. Letzterer Forscher macht im 
Gegensatz zu den meisten anderen Autoren darauf aufmerksam, 
daB8 der Rohrzucker teils unverandert, teils als Invertzucker 
ausgeschieden wird’). Ludwig’) erwahnt in seinem Lehrbuch 
der Physiologie, daB der Harn 6fter, doch nicht immer nach 
reichlichem Genu8 von Rohrzucker diesen Stoff enthalte. 
Cl. Bernard®) teilt mit, daB der Harn nach Genu8 von Rohr- 
zucker und Invertzucker verhaltnismaéBig mehr Lavulose als 
Traubenzucker enthilt, weil letzterer nach der Einwirkung von 
Fermenten viel leichter zerstért wird. 

Neue Untersuchungen liegen von Rubner‘) vor, der fand, 
daB der Rohrzucker seiner Hauptmasse nach als solcher zur 
Resorption gelangt und daB er mit einer gewissen Zahigkeit 
der Spaltung in Traubenzucker im Darm und im Blut wider- 
steht. Der Kot war stets frei von Rohrzucker. Worm Miiller®) 
konnte beim Menschen nach grofen Rohrzuckergaben (250 g), 
nur Rohrzucker, dagegen keine Lavulose oder Traubenzucker 
nachweisen. Seegen®*) fand, daS von Hunden bei ausschlieB- 
licher Fiitterung mit Rohrzucker ein mehr oder minder groBer 
Teil des Zuckers sowohl als Rohrzucker wie als Invertzucker 
ausgeschieden wird. Nach Voit‘) tritt Rohrzucker beim 
Menschen nach Eingabe per os erst nach sehr groBen Gaben 
in geringen Mengen im Harn auf, wahrend er subcutan appli- 
ziert so gut wie quantitativ durch die Nieren wieder zur Aus- 
scheidung kommt. Der Angabe von Voit widerspricht der 
Befund von Mering und Zuntz*), Nach kiirzlich erschienenen 
Versuchen von Folkmar’) werden bei manchen Tieren dann 
erhebliche Anteile (10 bis 40°/,) Rohrzucker im Korper zuriick- 


1) Cl. Bernard, Legons sur le diabéte et la glycogenése animale. 
8. 338. Paris 1877. 

*) Ludwig, Lehrbuch der Physiologie 1861, 394. 

*) Cl. Bernard, Legons sur le diabéte et la glycogenése animale. 
S. 330. Paris 1877. 

*) M. Rubner, Zeitschr, f. Biol. 19, 354, 1883. 

5) Worm-Miiller, Arch. f. d. ges. Physiol. 34, 586, 1884. 

*) J. Seegen, Arch. f. d, ges. Physiol. 37, 342, 1885. 

*) Fritz Voit, Arch, f. klin. Med. 58, 544, 1897. 

*) Mering und Zuntz, 32, 173 (1888). 

*) E. O. Folkmar, diese Zeitschr. 76, 1 bis 54, 1916. 
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gehalten, wenn man grobe Mengen in die Blutbahn einspritzt. 
Es treten bei groBen Dosen stets Schidigungen der Nieren ein, 
daB somit die Zuriickhaltung nur darauf zuriickzufiihren ist, 
daB die Nieren unfahig sind, so groBe Mengen des kérperfremden 
Stoffes auszuscheiden. Miura’) fand nach Einnahme von 320 g 
Rohrzucker 1°/,, nach Einnahme von 400 g 2,51°/, der ein- 
genommenen Menge im Harn wieder. Nach Einnahme von 
350 g Rohrzucker auf einmal] beobachtete Berkefeld*) keine 
weitere Folge als Ohrensausen, Benommensein des Kopfes, 
brennenden Durst, doch wurden 46 g im Harn ausgeschieden, 
und zwar sank der Gehalt von 10°/, nach 1 Stunde, auf 6°), 
nach 13 und auf 0°/, nach 18 Stunden. Monosen waren im 
Harn nicht vorhanden. Robertson*) fand durch Versuche am 
Menschen, daB im Magen Rohrzucker in geringer Menge in- 
vertiert wird, wahrend im Diinndarm vollstandige Inversion 
des Rohrzuckers stattfindet. Haldsz*) beschreibt Versuche 
iiber die Resorption und das biologische Verhalten der ver- 
schiedenen Zuckerarten im Dickdarm. v. ReuB*) berichtet 
iiber alimentaire Saccharosurie bei darmkranken Sauglingen, 
wahrend Leopold) iiber die Wirkung der verschiedenen Zucker- 
arten bei ernihrungsgestérten Saiuglingen seine Erfahrungen mit 
Rohrzucker mitteilt. Vergleichende Untersuchungen iiber die 
Wirkung verschiedener Zuckerarten, darunter Rohrzucker, am 
Hunde beschreiben noch Sainmont’) und Heim’). Die 
Untersuchungen von Gaujoux*) beschaftigen sich ebenfalls 
mit alimentiirer Saccharosurie. Wenn man einem gesunden 
Menschen auf den niichternen Magen sehr groBe Mengen Rohr- 
zucker, namlich 250 bis 400 g, auf einma] verabfolgt, so tritt 
nach den Angaben einzelner Autoren etwas Zucker im Harn 
auf, und zwar Rohrzucker. Hieraus geht also hervor, daf im 


1) K. Miura, Zeitschr. f. Biol. 32, 293, 1895. 

*) Berkefeld, Deutsche Zuckerindustrie 24, 28, 1899. 

8) Robertson, Edinburgh Medical J]. Septemb. 1894. 

*) D. Haldsz, Arch. f. klin. Med. 98, 433, 1910. 

5) v. ReiB, Wiener klin. Wochenschr. 1910, 123. 

6) J.S. Leopold, Zeitschr. f. Kinderheilk. 1, 217, 1910. 

”) Sainmont, Monatsschr. f. Kinderheilk. 10, 579, 1911/12. 

*) Heim, Monatsschr. f. Kinderheilk. 11, 134, 1913. 

*) Gaujoux, Ann. med. chir. 17, 129, 1913, ref. Zeitschr. f. 
Kinderheilk. 6, 1913, 
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allgemeinen die Darmresorption beim gesunden Menschen auch 
fiir Rohrzucker sehr schnell verliuft, und es ist ferner wahr- 
scheinlich, daB der Rohrzucker in bereits gespaltenem Zustande 
resorbiert wird, nicht in unverindertem Zustande. Abgesehen 
also von geringfiigigen Mengen iibergetretenen Rohrzuckers 
verlauft beim gesunden Menschen sowohl die Aufspaltung des 
Rohrzuckers im Darm, wie auch die Resorption cer Bruch- 
stiicke und die Verwertung der resorbierten Monosaccharide 
Traubenzucker und Fruchtzucker vollstindig. Auf welche Ur- 
sachen der Ubertritt von Rohrzucker in den Harn zuriick- 
zufiihren ist, ist fraglich. Man kann annehmen, daB bei groBen 
Dosen der Darm derartig mit Rohrzucker iiberschwemmt wird, 
daB sein Widerstand gegen die Resorption dieses Stoffes er- 
lahmt und geringfiigige Mengen durch die Darmwand durch- 
treten, wie dies ja auch bei anderen Stoffen, die im allgemeinen 
nicht resorbiert werden, der Fall ist. Bei dem auBerordentlich 
widersprechenden Material war es von Interesse, die Versuche 
nochmals aufzunehmen. Dieselben wurden sowohl an Hunden 
wie an Menschen mit groBen Dosen von Rohrzucker einerseits, 
von Kunsthonig (Invertzucker) andererseits ausgefiihrt. Die 
bendtigten Zuckermengen wurden mir von dem Verband Deut- 
scher Kunsthonigfabriken E. V. Magdeburg in liebenswiirdiger 
Weise zur Verfiigung gestellt. Die Versuchstiere, 2 Hiindinnen von 
9 bzw. 8 kg Gewicht, erhielten als Grundfutter 200 g Kartoffel- 
flocken und 150g Walfischfleisch, dazu steigende Rohrzucker- 
gaben. Die erhaltenen Harnmengen wurden auf 21 bzw. 11 
aufgefiillt. Die Untersuchung des Kotes auf Rohrzucker wurde in 
der Weise ausgefiihrt, daB derselbe mit heiBem Wasser so lange 
extrahiert wurde, bis das Filtrat farblos geworden war. Dann 
wurde mit Bleiessig gefallt, entbleit und das Filtrat eingedampft. 
Der eingedickte Riickstand wurde direkt und nach Inversion 
mit verdiinnter Salzsiure polarisiert. Auch wurde ein aliquoter 
Teil des Kotes mit 92°/,igem Alkohol verrieben, mit Bleiessig 
gefallt, auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt und polarisiert. Die 
Rohrzuckergaben wurden den Hunden mit dem Futter vermischt 
gegeben, zum Teil wurde auch den Tieren das ganze Quantum 
(300 g) auf einmal in Wasser gelést beigebracht. In keinem 
Fall gelang es, Rohrzucker im Harn, auBer in Spuren, aufzu- 
finden, der Kot wurde immer frei von Rohrzucker gefunden. 
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Der Nachweis desselben geschah durch Polarisation, Reduktion 
gegen Fehlingsche Lésung nach Inversion und durch das Ver- 
halten gegen Phenylhydrazin. 

Einzelheiten finden sich in nachstehenden Tabellen. 


Rohrzuckerversuch Terrierhiindin. 











a sey roe des Polarisation des en Gewicht 
Datum] men — Kotes abe des 
ge 8 Hundes 
direkt |, 2®2 | dirext|, nach 
com Inversion | Inversion g kg 
12. IX.} 2000 — — — | — — 9,030 
13. 2000 _— —_ — | _ —_ 9,060 
14. 2000 — — | — — 9,045 
15. 2000 _— — —_— — _ 9,050 
16. 2000 — — _— — 80 9,060 
17. 1000 —_— -- — ~ 100 9,075 
18. 1000 — — — ae 100 9,085 
19. 1000 — —_— —_ _ 150 9,092 
20. 1000 — — _ _— 200 9,090 
21. 1000 — — — — 200 9,080 
22. 1000 — _ — —_— os 9,095 




















Das Reduktionsvermégen des Harns nach Inversion mit 
verdiinnter Salzsiure gegeniiber Fehlingscher Lésung war ne- 
gativ, ebenso der Ausfall der Osazonprobe. 

Da die Tiere den Rohrzucker mit dem iibrigen Futter 
zusammengemischt erhielten, so daB die Aufnahme desselben 
sich auf eine langere Zeitperiode erstreckte, erhielt am 12. X. 
das Tier nochmals 300 g Rohrzucker auf einmal in Wasser ge- 
lést. Der Harn zeigte direkt keine Reduktion, nach der In- 
version mit verdiinnter Salzsiure Spuren. Das Polarisations- 
vermégen war negativ, ebenso das Verhalten gegeniiber Phenyl- 
hydrazin. Der Kot war frei von Rohrzucker. Nach den hohen 
Zuckergaben enthielten die Faeces erhebliche Mengen unver- 
anderter Kartoffelflocken. GréBere Zuckergaben wurden von 
den Tieren verweigert. 

Das Reduktionsvermégen gegen Fehlingsche Losung war 
sowohl direkt als nach Inversion mit verdiinnter Salzsiure 


negativ, nur die Harne vom 20., 21. und 22. zeigten ein ganz 
schwaches Reduktionsvermégen. Die Osazonprobe war immer 
negativ. Am 12. X. erhielt das Tier ebenfalls 300 g Rohrzucker 
auf einmal. Das Polarisationsvermégen des Harns war negativ, 
das Reduktionsvermégen des Harns gegen Fehlingsche Lésung 
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war direkt negativ, nach Inversion mit verdiinnter HCl ganz 
schwach. Die Osazonprobe verlief negativ. Die Faeces waren 
frei von Rohrzucker. 


Rohrzuckerversuch mit Spitzhindin. 








Gewicht 


Polarisation des | Polarisation des Sasher- 

Harns Kotes gabe ste 
gear: | nach Hundes 
direkt | Taversion wend Inversion g 


Harn- 
Datum} menge 


ccm 


12.1Xj 3000 
13. 1000 
14. 1000 
15. 2000 
16. 2000 
17. 1000 
18. 1000 
19. 1000 
20. 1000 —_ ; — 
21. 1000 | Spur Spur 
unter | 

0,05° | 

22. 1000 | Spur | Spur 
unter | 

+ 0,05 ° | 








50 
80 
100 
100 
150 
200 


ct As t-£9 


14 tet 4b 

















Die Versuche am Menschen wurden an einem gesunden 
Manne und einer gesunden Frau ausgefiihrt. Herr P. nahm 
am 16. X. 250g Rohrzucker in Kaffee und Apfelmus verteilt, 
ebenso am 17. X. 250g. Frau P. am 31. X. 300g, am 1. XI. 
300 g und am 2. XI. 300 g Rohrzucker in Malzbier aufgelést. 
Die Harne zeigten sowohl direkt als auch nach der Inversion 
keine Drehung im Polarisationsapparat, ebenso war das Ver- 
halten gegeniiber Fehlingscher Lésung und Phenylhydrazin nach 
Inversion negativ. Die Faeces waren alle frei von Rohrzucker. 
Verf. hat ebenfalls an 3 Tagen je 300 g Rohrzucker genommen. 
Harn und Kot waren frei von Rohrzucker. AnschlieBend an 
diese Versuche wurden solche mit Kunsthonig (Invertzucker) aus- 
gefiihrt. Derselbe enthielt 80,90°/, Trockensubstanz. Die Tiere 
erhielten die gleiche Menge Kartoffelflocken (200 g) wie oben, 
jedoch an Stelle des Walfischfleisches 100 g Pferdefleisch, dazu 
in steigenden Dosen den Invertzucker. 

Am 16. X. 16 erhielten beide Tiere je 300 g Invertzucker 
in Wasser gelést auf einmal. Die .Harne enthielten Spuren 
reduzierender Substanz. Polarisation +-0°, Verhalten gegen 
Phenylhydrazin negativ. An denselben Versuchspersonen wurden 
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die Versuche mit Kunsthonig angestellt. Herr P. verzehrte am 
18. X. 16 600 g Invertzucker in Kaffee aufgelést, Frau P. am 
3. XL, 4. XI. und 5. XI. je 300g Invertzucker. Die Harne 
zeigten ein negatives Reduktionsvermégen gegeniiber Fehling- 
scher Lésung, ebenso war das Polarisationsvermégen negativ. 
Die Faeces waren alle frei von Zucker. 


Versuch mit Kunsthonig. Terrierhiindin. 
































| | ae 
Harn- | Polarisa-| Polarisa-  Reduk- 0 .|Honig- — 

Datum! menge | tion des | tion des tionsprobe wns | eee 

Harns | Kotes  Fehling | Pe we 

| com | | | g kg 
25.1X.J 1000 +@* +@* _ — == 9,045 
26. 1000 | +0° | +0° ae — | 75 | 9,038 
27. 1000 £69 +0° — — 75 9,045 
28. 1000 +0° +0° _ sate 150 9,065 
29. 1000 +0° +0° a — | 150 | 9,080 
30. 1000 | +0° +0° — — | 250 | 9,098 
1.X. | 1000 +0° +0° - — | | 9,085 

2. 1000 | +0° +0° _ — | 9,07 

Versuch mit Kunsthonig. Spitzhindin. 
| | | ‘ 
Harn- | Polarisa-| Polarisa- Reduk- | Oo ‘Honig- Gewicht 

Datum] menge] tion des | tion des |tionsprobe %82°""| gabe | 2° 

g' pr | be | Tieres 
Harns | Kotes Fehling | PFO? | 

ecm | ot: a 
25.IX} 1000} +0° | +0° - ~|— | oe 
26. 1000 +0° + 0° oo — | 7 | 8,050 
27. | 1000 | +0° | +#0° | = — | 75 | 8,050 
28. 1000 <a ee Sales a ~~ | 8,085 
29. 1000 | +0° | +0° | — | — | 150 | 8090 
30. 1000 | +0° +0° | — | — | 250 | 8,090 
1.X. | 1000 i te —_ _— | ' 8,080 
2. 1000 +0° KK: 0° ~~ — | 8,075 











Die Tierversuche ergaben sowohl nach Rohrzuckerfiitterung 
wie nach Kunsthoniggaben keine Zuckerausscheidung im Harn. 
Daf hier nicht etwa Stérungen in der Resorption vorhanden 
waren, die verhindert hiatten, daB die Zucker iiberhaupt nicht 
vom Darm aufgenommen und in die Blutbahn iibergefiihrt 
wurden, ergibt sich daraus, daB auch die Kotausscheidungen 
der Tiere vollig frei von Zucker waren. Es ist also der ge- 
samte aufgenommene Zucker restlos dem Stoffwechsel der Tiere 
zugute gekommen. Diese giinstige Resorption des Zuckers 
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diirfte zum Teil ihre Erklarung darin finden, daB die Tiere 
jetzt in Kriegszeiten nicht mit ihrer gewohnten Kost ernahrt 
werden, sondern seit vielen Monaten fast ausschlieBlich mit 
stark kohlenhydrathaltiger Nahrung, namlich mit Kartoffel- 
flocken, ernahrt sind. Es hat also augenscheinlich eine An- 
passung sowohl der Verdaungsorgane wie auch der zuckeroxy- 
dierenden Kérperzellen an die ungewohnte Kost stattgefunden. 

In ganz entsprechender Weise verliefen die Versuche am 
Menschen, denen ebenfalls Rohrzuckergaben bis zu 300g im 
Laufe eines Tages verabreicht wurden. Von Kunsthonig wurden 
von der einen Versuchsperson, wie oben ausgefiihrt, sogar 600 g 
an einem Tage verzehrt. Auch hier fand sich keine Spur von 
Zucker im Harn, ebensowenig enthielt der Kot irgendwelche 
nachweisbaren Mengen. Auch in diesem Falle darf man wohl 
daran denken, daB die auBerordentlich kohlenhydratreiche Nah- 
rung, wie sie auch bei den Menschen wahrend der Kriegszeit 
notwendig ist, die an sich vorhandenen Anpassungsmechanismen 
des menschlichen K6rpers soweit gesteigert hat, da8 er imstande 
ist, selbst so auBerordentlich groBe Mengen von Zucker resp. 
Kunsthonig anstandslos zu verarbeiten. 








Ober die wahre Natur der ,acidotischen Konstitution* 
des Neugeborenen. 


Von 
K. A. Hasselbalch. 


(Aus dem Laboratorium des Finsen-Instituts, Kopenhagen.) 


(Hingegangen am 26. Dezember 1916.) 
Mit 1 Figur im Text, 


Dem neueren Zusammenwerfen der Begriffe ,,Aciditat“ und 
»Acidose* gegeniiber tut man, wie ich schon friiher') betont 
habe, am besten, an der urspriinglichen Definition des Acidosen- 
begriffs festzuhalten und unter ,,Acidosis“ einen Zustand zu 
verstehen, in dem Salze unverbrennender organischer Sauren 
in ungewohnlicher Menge im Blute vorhanden sind. 

Der Nachweis eines solchen Zustandes mittels der physi- 
kalisch-chemischen Untersuchung des Blutes ist — abgesehen 
von den groBen technischen Anspriichen, die von der elektro- 
metrischen C,,.-Bestimmung im Blute gemacht werden — mit 
groBeren prinzipiellen Schwierigkeiten verkniipft als allgemein 
angenommen wird. 

Erstens gibt die C,.-Bestimmung im Blute nur iiber das 
Verhaltnis zwischen Saéiure und Saurerest Aufschlu8 und be- 
sagt nichts iiber die absolute Konzentration der Gesamtsauren 
im Blute, geschweige denn die einer bestimmten Saure. Sieht 
man von den kompensatorischen Kraften des Organismus ab, 
was bekanntlich immer eine gefahrliche Abstraktion ist, darf 
man zwar behaupten, daB die Acidose die ,,reduzierte Aciditat**) 
des Blutes erhoht; die umgekehrte SchluBfolgerung ist aber 





‘) Diese Zeitschr. 74, 56, 1916. 
*) Die Cy bei 40 mm CO,-Spannung, siehe Hasselbalch, a.a. 0. 
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ganz unberechtigt; eine Erhéhung der reduzierten Aciditat be- 
weist nicht die Existenz einer Acidose, sondern kann ebenso- 
woh] durch eine primaére Herabsetzung der Alkalikon- 
zentration des Blutes bewirkt worden sein. Die Entstehung 
eines solchen Zustandes durch den chronischen Sauerstoffmangel 
habe ich in friiheren Arbeiten') wahrscheinlich gemacht, indem 
ich gezeigt habe, daB Sauerstoffmangel die stindige Neutralitats- 
regulation durch Ammoniak abschwicht. 

Dazu gesellt sich aber eine zweite Schwierigkeit, deren 
Gewicht mir erst durch Ylppés*) Behauptung einer ,,acidoti- 
schen Konstitution* des Neugeborenen recht augenfallig ge- 
worden ist, und die davon herriihrt, daB der Blutfarbstoff 
keine indifferente Beimengung des Plasmas darstellt, sondern 
als Elektrolyt fiir die Reaktion des Blutes mitbestim- 
mend ist’). Eine Schwierigkeit dieser Art wire somit um- 
gangen worden, wenn die C,.-Bestimmung nicht im Blute, 
sondern in dem (frisch hergestellten) Serum vorgenommen wire. 


Um es gleich zu sagen: Wenn Ylpp6 auf Grund elektro- 
metrischer Reaktionsbestimmungen und Barcroftscher O,- 
Bindungskonstanten des CO,-freien Blutes eine ,,acidotische 


Konstitution“ des neugeborenen Kindes behaupten will, so 
trage ich, auch ohne Nachpriifung der unzweifelhaft richtigen 
Befunde, kein Bedenken, zu erklaren, da® hier eine MiBdeutung 
der Beobachtungen vorliegt. 

Gefunden wurde, daB das Gesamtblut des neugeborenen 
Kindes nach der Sattigung mit einer CO,-armen Luft bedeutend 
saurer reagiert — Sauerstoff schlechter bindet — als das Blut 
des alteren Kindes oder des Erwachsenen, in derselben Weise 
behandelt. Bei physiologischen CO,-Spannungen war dagegen 
kein Unterschied nachweisbar. 

Wie ist nun dieser Befund zu verstehen? Unzweifelhaft 
anders als von Ylpp6 vermutet. 

Das Oxyhimoglobin ist ein Ampholyt, der bei neutraler 


1) Diese Zeitschr. 74, 48, 1916. 

*) Arvo Ylpp6, Neugeborenen-, Hunger- und Intoxikationsacidosis 
in ihren Beziehungen zueinander. Zeitschr. f. Kinderheilk. 14, 1916. 

*) Hasselbalch und Lundsgaard, diese Zeitechr. 38, 87, 1912. — 
Hasselbalch, diese Zeitschr. 46, 428, 1912 und 78, 1916. 
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Reaktion (bei 38° py. etwa 6,9) isoelektrisch ist’). Eine Re- 
aktion von py-= 6,9 kann in gewdhnlichem Blute durch eine 
CO,-Spannung von etwa 150 mm verursacht werden; bei diesem 
Pp: weder bindet noch entbindet das Oxyhimoglobin Saéure oder 
Base. Bei saurer Reaktion ist das Oxyhaimoglobin eine Base, 
die CO, bindet, bei alkalischer Reaktion eine Saure, die aus 
den Bicarbonaten des Blutes CO, vertreibt, und zwar wird die 
Oxyhaimoglobinsaure bei fallender CO,-Spannung — steigendem 
Pa — immer starker dissoziiert und kann bei geniigender 
Konzentration bei der CO,-Spannung 0 alle chemisch gebundene 
Kohlenséure aus dem Blute vertreiben, wie es ja eine altbe- 
kannte Tatsache ist, daB gewodhnliches Blut durch Vakuum 
ohne Séurezusatz kohlensiurefrei gemacht werden kann, was 
mit Serum oder Plasma nicht gelingt. 

Bei dieser Sachlage wird man unschwer einsehen kénnen, 
daB bei der CO,-Spannung 0 eine hamoglobinreiche 
Blutportion saurer reagieren muB als eine hamoglobin- 
arme, ceteris paribus, wihrend in der Nahe der isoelektrischen 
Reaktion des Oxyhimoglobins, wo die Saéurewirkung des Farb- 
stofis wegfallt, die beiden betreffenden Blutsorten genau die- 
selbe Reaktion zeigen miissen. 

Wenn ich fiir den Vergleich verschiedener Blutsorten mit 
Bezug auf Acidosis eine Normalspannung von 40 mm CO, be- 
nutze, so kann ich dadurch einen héchst unbedeutenden Fehler 
begehen, der bei den praktisch vorkommenden Variationen des 
Hamogiobingehaltes des Blutes den Betrag 0,02 des Wertes 
von py: nur selten tiberschreitet, und der dadurch gerechtfertigt 
wird, daB die auf 40 mm CO, ,,reduzierte Wasserstoffzahl* des 
Blutes oft eine direkte physiologische Bedeutung hat. Bei der 
CO,-Spannung 0 aber ist das Oxyhamoglobin eine so starke 
Saure, daB die Konzentration dieser Siure von ausschlaggeben- 
der Bedeutung ist. 

Der untenstehende einfache Versuch (Tabelle I) ist eine 
schlagende Veranschaulichung von der Bedeutung einer passen- 
den Wahl der Vergleichsspannung von Kohlensiure. 


1) Michaelis und Takakashi, diese Zeitschr. 29, 1910. — 
Hasselbalch, ebenda 78, 1916 und eine bald zu veréffentlichende Ab- 
handlung. 
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Defibriniertes Rinderblut wurde etwa 10 Minuten lang 
zentrifugiert und auf diese Weise eine obere, blutkérperchen- 
arme Portion A und eine untere, blutkérperchenreiche Portion B 
des Blutes dargestellt. Nach erfolgter Sattigung mit atmo- 
sphirischer Luft enthielt A 14,15 Vol.-°/, O,, an das Hamo- 
globin gebunden, B auf gleiche Weise 28,4 Vol.-°/, O,. Da 
1 g Hamoglobin maximal 1,34 cem O, bindet, war das Hb.-°/, 
in A 10,5, in B 21,2. 

Mittels der von mir verwandten gasanalytischen Methode’) 
wurde nun in A und B die Wasserstoffzah] bei 1,5 mm und 
bei 31,2 mm CO, bestimmt. Das Ergebnis war (Tabelle I): 


Tabelle I. 
Rinderblut. Temp. 38°. 





Hamoglobin | CO, gebunden | 


%l, Vol.-°/, Px 





10,5 178 | 8,88 
| 
| 





21,2 5,2 7,88 
10,5 48,2 7,43 
21,2 37,3 7,35 











Bei der ganz nie- 
drigen CO,-Spannung 
ist der py des haimo- 
globinreichen Blutes um 
0,50 niedriger als der 
des hamoglobinarmen 
Blutes. Bei der héhe- 
renCO,-Spannung ist der 
Unterschied noch deut- 
lich wahrnehmbar, ob- 
schon viel  geringer, 

0 0 2 3 namlich 0,08. Eine 
Fig. 1. Menschenblut, 88°. eg. de 00, 
I. 3,49/, Hamoglobin Spannung bewirkt bei 
II. 10,0 » . dem haimoglobinreichen 
IIL. 11,8 » n Blute eine verhiltnis- 
IV. 16,0 » r miiBig kleine, bei dem 


*) Die Berechnung der Wasserstoffzahl] des Blutes aus der freien 
und gebundenen Kohlensiure desselben usw, Diese Zeitschr. 78, 1916. 
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himoglobinarmen Blute eine sehr groBe Erniedrigung des p,.. 
Das heiBt: die spezifische Pufferwirkung des Blutes hingt von 
seinem Hamoglobingehalt ab, oder, um mit Ylpp6 zu reden: 
die Einengung der ,,Regulationsbreite“ des Blutes ist nicht, wie 
Ylpp6 meint, ein Indicator fiir Acidosis, sondern beweist nur, 
daB wir ein sehr haémoglobinreiches Blut vor uns haben. 

Genau dasselbe Ergebnis geht aus den folgenden, mehr 
zufalligen Beobachtungen an Menschenblut hervor. Das Blut 
entstammt Patienten, die anderer Zwecke wegen untersucht 
wurden. Ich habe solche Fille ausgewahlt, die groBe Variationen 
des Hamoglobingehaltes darbieten (Tabelle II). 


Tabelle II. 


Defibriniertes Menschenblut. Temp. 38°. 
































Hamoglobin | CO, | CO, 
°% mm Vol.-°/, 

Fall I. ee ee 33,0 

: ini 27,4 54,8 
Anaemia perniciosa | 397 383 

| 62,6 | 62,3 

Fall II. ne | 15 144 

7 5 2 17, 8,1 
Uraemia (halbkomatés) 21'8 410 
39,5 50,4 

68,7 59,7 

Fall II. 10,0 15 19,3 

ai he 18,7 | 43,1 
(spater, in Genesung) 985 | 494 
45,0 | 56,6 

58,9 | 60,9 

Fall ILI. ae ee ae ae 
(Diabetes mellitus, | 20,4 37,9 
Anfang des 3. Hunger- | 38,3 46,2 
tags) | 62,9 | 56,6 


Aus den Bestimmungen der Tabelle sind die CO,-Bin- 
dungskurven der Fig. 1 konstruiert worden, die das mit dem 
steigenden Hiamoglobingehalt abnehmende CO,-Bindungsver- 
mégen der Blutproben sehr deutlich veranschaulichen. Aus 
den Kurven berechne ich (Tabelle III) die folgenden Werte 


von py: 
Biochemische Zeitschrift Band 80. 17 
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Tabelle IIL. 











Pq: des Blutes bei 38° und 
15 mm CO, 40,0 mm CO, | 70,0 mm CO, 
T omni 








Blut mit 34°, Hb. . . SRE Ge as ee 
: + Mens fe 8,41 7,37 ae 
» eB e 8,29 7,345 7,17 
— lee 8,09 7,32 7,16 


Wahrend bei der CO,-Spannung 1,5 mm die p,-Werte 
weit differieren, und zwar ganz eindeutig in der Weise, daB 
das hamoglobinreiche Blut ,,saurer“ erscheint als das hamo- 
globinarme, sind bei der physiologischen CO,-Spannung von 
40 mm die Unterschiede bedeutend kleiner und bei 70 mm CO, 
fast vollkommen verschwunden. Von einer Acidosis ist 
in keinem der hier untersuchten Falle die Rede, nur 
von sehr groBen Variationen des Hamoglobingehaltes des Blutes. 


Hiernach darf ich behaupten, daB Ylpp6 keine _,,acidoti- 
sche Konstitution“ des Neugeborenen nachgewiesen, sondern in 
miihevoller Arbeit die altbekannte Tatsache demonstriert hat, 
daB der neugeborene Saugling ein sehr haimoglobinreiches Blut 
besitzt. Ich glaube, daB diese Erklirung der vorliegenden Be- 
funde ‘auch quantitativ vollkommen zutrifft. 

Nach Leichtenstern’) ist der Hiamoglobingehalt des 
Blutes unmittelbar nach der Geburt ungefaihr doppelt so groB 
(100:55) als im Alter von */, bis 5 Jahren. Nach Ylppé 
liegen die Verhiltnisse beziiglich der aktuellen Reaktion (nach 
Michaelis bei Zimmertemperatur gemessen) etwa so, wie die 
untenstehende Zusammenstellung”) angibt: 


PH des PH des 
CO,-freien Blutes *) Venenblutes 

Neugeborenes Kind . . . ca. 8,0 ca. 7,45 
Alteres Kind. . . . . . ca. 8,35 ca. 7,45 


1) Untersuchungen iiber den Hamoglobingehalt. Leipzig 1878. 
(Zitiert nach Nagels Handbuch der Physiologie, Ergainzungs-Bd., S. 57, 
1910.) 

*) Siehe die Kurvenzeichnung bei YIppé, a.a. 0. S. 40. 

.*) Yip pé6 ist sich dariiber klar, daB das Blut nicht absolut CO,-frei 
war. A.a.O. 8.25, FuBnote. 














: 
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Ein Vergleich mit meinen Tabellen I und III zeigt, da& 
Unterschiede dieser GréBenordnung einzig und allein von dem 
hohen Hamoglobingehalt des neugeborenen Kindes herriihren 
k6nnen. 


Selbst Porges'), der fiir meinen Vorschlag, die urspriing- 
liche Definition des Acidosebegriffes gelten zu lassen und jede 
spater eingebiirgerte Erweiterung derselben zur Bezeichnung 
der aktuellen Reaktion des Blutes wieder auszurotten, nicht 
begeistert ist, wird wohl zugeben miissen, da die Bezeichnung 
eines hypernormalen Hiamoglobinreichtums des Blutes als 
»Acidosis“ fiir das weitere Eindringen in die ungelésten 
Probleme der acidotischen Stoffwechselvorgange nicht gerade 
fordernd ist. 

Bei physiologischen CO,-Spannungen von rund 40 mm 
spielt, wie gesagt, die Saurewirkung des Blutfarbstoffs eine 
recht untergeordnete Rolle. Will man die reduzierte Wasser- 
stofizahl des Blutes im Interesse der Acidosefrage benutzen, 
sollte man doch immer iiber den Hamoglobingehalt des Blutes 
unterrichtet sein, um sich gegen Fehlschliisse zu wehren. Die 
von Gammeltoft und mir*) und spiter mit verbesserter Me- 
thode von mir*) gelieferte Beweisfiihrung fiir die Existenz einer 
Graviditatsacidose leidet an keiner dem Haimoglobin entstam- 
menden Schwiche, indem bei den untersuchten Frauen der 
Hamoglobingehalt des Blutes vor und nach der Geburt absolut 
oder praktisch gleich groB war. 

Bei mehreren pathologischen Zustanden, z. B. Anaemia 
perniciosa, Cholera, Intoxikationen, und bei den physiologischen 
Wirkungen des Héhenklimas mu8 aber die Himoglobinkonzen- 
tration des Blutes fiir die Neutralitatsregulation eine recht 
bedeutende Rolle spielen. Wenn eine Erniedrigung des redu- 
zierten py im Blute um 0,05 durch die Atmung allein kom- 
pensiert werden soll, so muS die alveolare CO,-Spannung um 
etwa 8 mm herabgesetzt werden. Und solche Unterschiede 
liegen, dem Obenstehenden zufolge, innerhalb des Wirkungs- 
bereiches der variierenden Himoglobinkonzentration des Blutes. 





1) Diese Zeitschr. 77, 241, 1916. 
*) Diese Zeitschr. 68, 1915 und 78, 1916. 


17* 
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Zusammenfassung. 


Will man die aktuelle Reaktion des Blutes fiir die Diagnose 
eines acidotischen Zustandes verwerten, so darf die Reaktions- 
bestimmung nicht bei niedriger CO,-Spannung geschehen, da 
bei so alkalischer Reaktion das Oxyhamoglobin eine so starke 
Saure ist, daB seine Konzentration ausschlaggebend wird. 

Eine Acidosis des neugeborenen Kindes existiert wahr- 
scheinlich nicht, sondern wird bei ungeeigneter Versuchsmethode 
von dem Hamoglobinreichtum des Blutes vorgetauscht. 

























Beitriige zur Physiologie der Driisen. 
Von 


Leon Asher. 


XXIX. Mitteilung. 
Nachweis der Stoffwechselwirkung der Schilddriise mit Hilfe 
eines eiweiffreien und jodarmen Schilddriisenpraparates. 


Von 
J. Abelin. 
(Eingegangen am 26. Dezember 1916.) 
Mit 3 Figuren im Text. 


Wie jedes groBe und wichtige Problem, standen auch die 
Schilddriisenfrage und unsere Ansichten iiber das ,wirksame 
Prinzip“ der Schilddriise immer im Zeichen der Zeit. 

In einer Periode, in der man das Eiweif als Trager der 
hauptsachlichen Funktionen des Organismus betrachtete, war 
es sozusagen eine Sache der Selbstverstandlichkeit, daB auch 
die Schilddriise ihre lebenswichtige Bedeutung der Anwesenheit 
eines EiweiBkérpers verdanke. Baumann, der Entdecker des 
Jods in der Schilddriise, nannte diesen K6érper Jodothyrin (zu- 
erst Thyreojodin) und bezeichnete ihn als die wirksame Sub- 
stanz der Schilddriise, dies um so mehr, als diese eiweiBahn- 
liche Verbindung sich als jodhaltig erwiesen hat und auch 
giinstige Resultate bei der Behandlung von Kropfen zeigte. 
Gegen diese Annahme Baumanns sprach aber die Tatsache, 
daB8 das Jodothyrin nicht etwa praformiert in der Schilddriise 
vorkommt, sondern ein Kunstprodukt darstellt, das erst bei 
der Saurehydrolyse der SchilddriiseneiweiBk6rper entsteht und 
das nach den Auffassungen von v. Fiirth und C. Schwarz’) 






















1) vy. Firth und C. Schwarz, Arch. f.d. ges. Physiol. 124, 142, 1908. 


Biochemische Zeitschrift Band 80. 18 











260 J. Abelin: 


zur Gruppe der melanoidinartigen Kondensationsprodukte zu 
zahlen ist. Es ist dann aber Oswald’) gelungen, einen in der 
Schilddriise vorkommenden jodhaltigen Eiwei8kérper zu _iso- 
lieren, den er wegen seiner Globulinnatur als Thyreoglobulin 
bezeichnet. Ebenso wie aus der Schilddriise selbst, 148t sich 
auch aus diesem Thyreoglobulin durch Kochen mit Séuren das 
Jodothyrin gewinnen. Damit war der Widerspruch in den 
friiheren Ansichten Baumanns behoben, und Oswald bezeich- 
nete diesen EiweiBkorper als das eigentliche Schilddriisensekret. 
Nun haben sich unsere Anschauungen iiber die Rolle (nicht 
etwa iiber die Bedeutung) der EiweiBkérper im Haushalte des 
Organismus seit der Entdeckung des Jodothyrins oder Thyreo- 
globulins grundlegend geindert. Die Auffindung eines speziellen 
Ferments in unserem Darme, des Erepsins von Cohnheim, 
das die Peptone in die tieferen Spaltprodukte des EiweiBes, 
in die Aminoséuren, iiberfiihrt; ferner das von Kutscher und 
Seemann nachgewiesene stete Vorkommen von Aminosduren 
im Darmkanal; endlich die mit Erfolg von O. Loewi?) und 
von Abderhalden*) und seinen Mitarbeitern durchgefiihrten 
Ernahrungsversuche, in denen an Stelle von Eiwei8 Amino- 
siuren kamen; alle diese Tatsachen zwangen zu einer Revision 
unserer Anschauungen, und die Annahme, daB im Zellstoff- 
wechsel (vielleicht neben den EiweiBkérpern) gerade den ein- 
fachen, wasserléslichen EiweiBabbauprodukten eine sehr hohe 
Bedeutung zukommt, erscheint sehr wahrscheinlich. 

Es ist klar, daB all diese Beobachtungen nicht ohne Riick- 
wirkung auf unsere Ansichten iiber die Natur des inneren 
Sekrets der Schilddriise bleiben kénnen. 

Bei der Diskussion der Frage iiber die Natur des wirk- 
samen Prinzips der Schilddriise sind aber auBerdem noch fol- 
gende Gesichtspunkte maBgebend. 

Erstens sind die Befunde an anderen Organen mit innerer 
Sekretion zu erwahnen, und zwar sowohl die bereits seit mehreren 
Jahren erfolgte Aufklarung und Synthese des Nebennieren- 
sekretes, des Adrenalins, als auch die in neuerer Zeit durch- 


1) A. Oswald, Zeitschr. f. physiol. Chem. 27, 1899. 

*) O. Loewi, Arch. f. experim. Pathol. 48, 1902; Zeitschr. f. Biol. 
28, 1905. 

*) E. Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 42 ff. 
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gefiihrten Untersuchungen iiber die wirksamen Bestandteile der 
Hypophyse. Zwar sind wir leider in der Erforschung der Hypo- 
physenstoffe nicht so weit wie auf dem Gebiete des Adre- 
nalins; die von H. Fiihner’) verdéffentlichten Befunde haben 
aber deutlich gezeigt, daB auch hier die Wirksamkeit des Organs 
an die Anwesenheit einfacher, nicht eiweiBartiger Produkte 
gekniipft ist. 

Zweitens sind die Ergebnisse auf dem Schilddriisengebiete 
selbst zu beriicksichtigen. Wenn die Organotherapie wirkliche 
Erfolge irgendwo zu verzeichnen hat, so ist es eben bei der 
Schilddriisenbehandlung durch Darreichung von frischer oder 
getrockneter Schilddriise. Nun werden aber die verfiitterten 
SchilddriiseneiweiBkérper beim Passieren des Magendarmkanals 
zerlegt, und zwar, wie wir friiher gesehen haben, in relativ 
einfache Bestandteile. 

Diese Feststellungen bringen die EiweiBtheorie der Schild- 
driisenwirkung auf einen unsicheren Boden und zeigen zugleich, 
da8 unsere Kenntnisse itiber das Wesen und die Wirkungsweise 
der Schilddriise noch recht dunkel sind. 

Dieser Widerspruch in den Tatsachen, daf einerseits das 
Schilddriiseneiwei8 therapeutisch wirksam ist, und daB anderer- 
seits dieses EiweiB im Korper der Verdauung und Aufspaltung 
unterliegen mu8*), regt immer zu neuen Untersuchungen an. 

Die letzten Jahre brachten uns in dieser Richtung eine 
ganze Reihe neuer Arbeiten, und es ist unzweifelhaft, daB wir 
jetzt ein Aufleben der Frage nach den wirksamen Bestandteilen 
der Schilddriise zu verzeichnen haben. Meiner Meinung nach 
spielen hier eine bedeutende Rolle die sehr giinstigen Erfah- 
rungen, die man mit den Extrakten aus der Hypophyse ge- 
macht hat. Es lag ja auf der Hand, auch die Chemie und 
Physiologie der Schilddriise einer neuen Bearbeitung zy unter- 
ziehen und zu erforschen, ob nicht auch hier, wie beim Neben- 
nieren- oder Hypophysensekret, einfach gebaute Produkte nicht- 
eiweiBartiger Natur an der Funktion der Schilddriise beteiligt 


1) H. Fiihner, Deutsche med. Wochenschr. 1918, Nr. 11; 1914, Nr. 6. 

?) Oswald glaubt, das Thyreoglobulin werde im Magendarmkanal 
nicht gespalten, sondern kame als solches zur Resorption. Es liegt aber 
chemisch weder ein Grund noch ein Beweis fiir eine Sonderstellung dieses 
EiweiBkGérpers vor. 


18* 
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sind oder wenigstens beteiligt sein konnen. Der beste Weg zur 
Untersuchung solcher Fragen ist die Anwendung von eiweib- 
freien Extrakten aus der Schilddriise oder der fermentative 
Abbau der Schilddriisensubstanz bis zu den tiefsten bis jetzt 
bekannten Spaltungsprodukten. Beide Methoden sind nicht 
neu. Extrakte aus der Schilddriise werden in der Substitutions- 
therapie seit langem gebraucht, und auch Versuche mit den bei 
der Verdauung der SchilddriiseneiweiBstoffe entstehenden Sub- 
stanzen sind bereits ausgefiihrt worden’). In neuerer Zeit hat 
ein eiweiB-, lipoid- und fast jodfreier Auszug aus der Schild- 
driise (Thyreoglandol von Hoffmann-La Roche & Co.) die Auf- 
merksamkeit einiger Forscher erregt und AnlaB zu zahlreichen 
Untersuchungen gegeben. So haben Biirgi und v. Traczewski’) 
das Praparat auf seine Herzwirkung untersucht. Im_hiesigen 
physiologischen Institut wurde in den letzten Jahren neben 
anderen Schilddriisenpraparaten auch von diesem Schilddriisen- 
extrakt bei zahlreichen Untersuchungen verschiedener Art Ge- 
brauch gemacht. W. Axentjan*) hat das Thyreoglandol mit 
Hilfe der Acetonitrilreaktion untersucht. Uber den Wert sowie 
iiber die Spezifitét dieser von R. Hunt eingefiihrten Reaktion 
sind die Meinungen geteilt; es ist aber durch zahlreiche Autoren 
festgestellt worden, da das Verfiittern von Schilddriise oder 
Schilddriisenpraparaten (Thyradenpulver, Tabloid, Thyroid 
Gland usw.) die Tiere widerstandsfahiger gegen das giftige 
Acetonitril macht. W. Axentjan hat durch Einspritzungen 
von Thyreoglandol eine deutliche ResistenzerhGhung der weiBen 
Miause gegen das Acetonitril erzielt. Daraus geht hervor, daB 
dieses jodarme und eiwei®freie Priparat sich, falls man die 
Acetonitrilreaktion als beweisend ansieht, eine Ansicht, der ich 
nicht beipflichten méchte, als ebenso wirksam erweist, wie andere 
als vollwertig angesehene Schilddriisenpraparate. Richardson‘) 
und Kakehi”®) haben die Wirkung dieses Auszuges auf das iso- 
lierte Herz normaler, sowie auch thyreoidektomierter Saiugetiere 
gepriift. Diese Priifung war aus folgendem Grunde wertvoll: Vor 


1) Vgl. E. Pick und Pineles, Zeitschr. f. experim. Pathol. 7. 
*) Birgi und v. Traczewski, diese Zeitschr. 66. 

8) W. Axentjan, Inaug.-Diss., Basel 1914. 

‘) H. Richardson, Zeitsch. f. Biol. 67. 

5) 8. Kakehi, Zeitschr. f. Biol. 67. 
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mehreren Jahren konnte Asher den Nachweis erbringen, daB 
die Reizung des Nervus splanchnicus die Absonderung von 
Adrenalin veranlaBt. Aber noch vor dieser Feststellung ist es 
Asher und Flack?) durch Reizung der zur Schilddriise fiihren- 
den Nerven gelungen, nachzuweisen, daB die Schilddriise an den 
Organismus ein inneres Sekret abgibt und da8 nervése Er- 
regungen auf die Absonderung dieses Sekretes einen EinfluB 
haben kénnen. Asher und Flack haben dabei auch fest- 
gestellt, da das Schilddriisensekret keine Wirkung auf die Puls- 
zah] sowie auf den Blutdruck hat. 

In Ubereinstimmung damit fanden auch Richardson und 
Kakehi, da& das Thyreoglandol auf die Herztitigkeit ohne 
EinfluB ist, indem die Zugabe des Praparates weder eine Ver- 
anderung der Schlagkraft, noch eine ErhGhung oder Verminde- 
rung der Schlagzah! hervorruft. Dagegen konnten sie zeigen, 
daB die Wirkung von Adrenalin auf das isolierte iiberlebende 
Saugetierherz durch Schilddriisenextrakt oder Thyreoglandol 
verstiirkt wird. Dieser Befund spricht zugunsten der friiher 
von Asher und Flack und Asher und v. Rodt geauBerten 
Ansicht, wonach das Schilddriisensekret eine Erregbarkeits- 
steigerung des sympathischen und parasympathischen Nerven- 
systems hervorruft. 

H. Streuli*) und M. Eiger*) benutzten das Thyreoglandol 
bei den Untersuchungen an den iiberlebenden Organen mit 
glatter Muskulatur der Saugetiere (an der Blase nach Asher 
und am Darm nach Magnus). Alle diese Befunde sind neuer- 
dings von L. Asher‘) im Zusammenhange ausfiihrlich besprochen 
worden. 

Die Erforschung der Schilddriisenfrage wird sehr wesent- 
lich dadurch erleichtert, daB es einige ganz charakteristische 
Reaktionen gibt, welche die Schilddriisenwirkung von der Wir- 
kung anderer Organsubstanzen unterscheiden lassen, Neben 
einer ganzen Reihe sehr wertvoller, aber nicht typischer Re- 
aktionen besitzt die Schilddriise selbst, sowie einige Schilddriisen- 
produkte einen ganz hervorragenden EinfluB auf den allgemei- 


1) Asher und Flack, Zeitschr. f. Biol. 55, 83, 1910. 
*) H. Streuli, Zeitschr. f. Biol. 66, 197. 

’) M. Eiger, Zeitschr. f. Biol. 1917. 

4) L. Asher, Deutsche med. Wochenschr. 1916, Nr. 34. 
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nen Stoffwechsel, sowie auf die sogenannten Ausfallserschei- 
nungen, die sich entweder bei ungeniigender Tatigkeit oder bei 
der Entfernung der Schilddriise einstellen. Von diesen beiden 
typischen Reaktionen ist fiir den Experimentalforscher der Ein- 
flu8 auf den Stoffwechsel am besten zuginglich, da das Stu- 
dium der Myxédembehandlung ein geeignetes klinisches Ma- 
terial voraussetzt, und die Stoffwechselwirkung ist zudem vom 
Standpunkt der experimentellen Physiologie die wichtigste und 
reinste. 

Die Stoffwechselwirkung der Schilddriise ist zuerst durch die 
grundlegenden Arbeiten von B. Schéndorff?*) und Fr. Voit?) 
festgestellt. Diese Autoren sowie zahlreiche andere fanden iiber- 
einstimmend, daB8 durch Schilddriisenzufuhr die Stoffwechsel- 
vorgange gesteigert werden. Die Stickstoffausscheidung im Harn, 
die Kohlenséureabgabe, sowie die Sauerstoffaufnahme nehmen 
betrachtlich zu. 

Es ist dann Magnus-Levy*) gelungen nachzuweisen, dab 
beim Myxddematésen, der bekanntlich einen bis auf die Halfte 
herabgesetzten Stoffwechsel hat, die Zufuhr von Schilddriisen- 
substanz eine Steigerung des Stoffwechsels auf die normale Hohe 
zur Folge hat. 

Dank diesen, sowie zahlreichen anderen Untersuchungen 
(Roos, Mayerle u. a. mehr) gilt daher die Stoffwechselsteige- 
rung als die sicherste ,,biologische Reaktion“ auf die Schild- 
driise, sowie auf einige vollwertige Schilddriisenprodukte. Diese 
Hebung des gesamten Stoffwechsels ist besonders beim Fehlen 
der Schilddriise ausgesprochen, eine Wirkung am normalen 
Menschen oder normalen Tiere ist dagegen nicht immer fest- 
zustellen. 

Um einen besseren Einblick in die Wirkungsweise des erwahn- 
ten eiweiBfreien Schilddriisenpraparates zu gewinnen, habe ich, 
einer Anregung Prof. Ashers folgend, eine Untersuchung tiber 
den Einflu8 dieses Praparates auf den Stoffwechsel unternommen ‘). 

1) B. Schéndorff, Arch. f. d. ges. Physiol. 67, 395. 

*) Fr. Voit, Zeitechr. f. Biol. 35, 116, 1897. 

*) Magnus-Levy, Zeitschr. f. klin. Med. 1897; Handb. d. Pathol. 
d. Stoffw. v. C. v. Noorden 2, 1907. 

*) Die bendtigten groBen Quantitaéten des Priparates wurden in 


dankenswerter Weise von der Firma Hoffmann-La Roche & Co. zur Ver- 
fiigung gestellt. 
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Es gelang mir dabei nachzuweisen, daB dem eiweiBfreien Aus- 
zuge aus der Schilddriise die charakteristische Wirkung auf den 
Stoffwechsel zukommt. Unter dem Einflusse dieser Schilddriisen- 
substanz trat sowohl beim normalen, als auch beim thyreoid- 
ektomierten Hund eine sehr wesentliche Steigerung des Hunger- 
eiweiBumsatzes ein. Die erhdhte EiweiBzersetzung war 6fters 
von einer gesteigerten Wasserausscheidung begleitet. Die 
eiweiBfreien Produkte der Schilddriise iiben also auf 
den EiweiBstoffwechsel die gleiche Wirkung, wie die 
Gesamtschilddriise oder die SchilddriiseneiweiBkér- 
per aus. 

Diese von mir gefundene Tatsache steht im besten Ein- 
klang mit den neueren Erfahrungen auf dem Schilddriisen- 
gebiete. Vor einigen Jahren ist es Gudernatsch') gelungen 
nachzuweisen, daB das Wachstum sowie die Entwicklung der 
Froschlarven durch Verfiitterung von Schilddriisen- oder Thymus- 
substanz in sehr ausgesprochener Weise beeinfluBt werden. Zu 
den gleichen Ergebnissen kommt auch B. Romeis’) auf Grund 
seiner sehr zahlreichen und systematisch durchgefiihrten Unter- 
suchungen. 

Diese von Gudernatsch eingefiihrte neue biologische Me- 
thode benutzten E. Abderhalden*) sowie R. H. Kahn‘) zur 
Prifung der Wirksamkeit der nicht-eiweiBartigen Produkte 
der Schilddriise, Thymus, Hypophyse und anderer Organe mit 
innerer Sekretion. Abderhalden unterwarf die einzelnen Or- 
gane dem kombinierten fermentativen Abbau mittels Pepsin- 
salzsiure, Pankreas- und Darmsaft. Die dabei erhaltenen wasser- 
léslichen Produkte, die simtlich eine negative Biuretreaktion 
zeigten und bei denen durch Kochen mit Saéuren entweder keine 
oder doch nur sehr geringfiigige Zunahme des Aminstickstoffes 
zu erzielen war’), wurden dann an Kaulquappen von Rana es- 


1) Gudernatsch, Arch. f. Entwicklungsmech. 35, 457. 

*) Romeis, Arch. f. Entwicklungsmech. 40, 571 und 41, 57; Zeit- 
schr. f. d. ges. experim. Med. 4, 379 und 5, 99. 

3) E. Abderhalden, Arch. f. d. ges. Physiol. 162, 99. 

*) R. A. Kahn, Arch. f. d. ges. Physiol. 163. 

5) Uber die Eigenschaften der verwendeten Substanzlésungen macht 
Abderhalden noch folgende Mitteilung: Die Ninhydrinreaktion war 
positiv. Mit Hilfe der bekannten Farbenreaktionen konnten Tyrosin, 
Tryptophan und Cystin nachgewiesen werden. i com der Thymuslésung 
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culenta, Rana temporaria, Pelobates fuscus und von Bufo vul- 
garis untersucht. Durch sehr zahlreiche Versuche konnte Abder- 
halden nachweisen, daB die bei der Verdauung der Schilddriise, 
der Thymus usw. entstehenden abiureten Produkte ebenso 
auf das Wachstum und die Entwicklung der Kaulquappen 
wirken, wie die von Gudernatsch verfiitterten Gesamtorgane. 
Damit diirfte bewiesen sein, daB diejenigen Bestandteile dieser 
innersekretorischen Organe, die das Wachstum und die Diffe- 
renzierung der Kaulquappen in so ausgesprochener Weise be- 
einflussen, weder EiweiBkérper noch héhere EiweiBabbaupro- 
dukte sind. ,Kommen EiweiBabkémmlinge als wirksame Stoffe 
in Frage, dann kénnen es nur tiefere Abbaustufen von Proteinen 
oder bestimmte ihrer Bausteine sein.“ *) 

In einer gleichzeitig ausgefiihrten und unabhangigen Unter- 
suchung konnte R. H. Kahn durch Verwendung von eiweib- 
freien Extrakten aus Schilddriise oder Schilddriisentabletten 
die gleiche typische Beeinflussung des Larvenwachstums sehen. 
Auch R. H. Kahn ist der Meinung, ,daB die Schilddriisen- 
wirkung auf die Froschlarven an den EiweiBgehalt des Prapa- 
rates durchaus nicht gekniipft ist.“ 

Die hier angefiihrten neueren Erfahrungen mit den eiweib- 
freien Produkten der Schilddriise (sowie anderen Driisen) sind 
zweifellos fiir die Theorie der Schilddriisenwirkung, sowie fir 
die Therapie von groBer Wichtigkeit. Eine Lésung der Schild- 
driisenfrage ist aber damit noch keineswegs gegeben. In erster 
Linie berechtigt nicht dazu die noch geringe Zahl der aus- 
gefiihrten Untersuchungen. Meiner Meinung nach wird man aber 
durch die Annahme, die wirksamen Schilddriisenstoffe seien ein- 
fach gebaute Stoffe, den Tatsachen viel mehr Rechnung tragen, 
als mit der Annahme, diese (oder dieser) Eiwei8kérper stellen 
das wirksame Prinzip der Schilddriise dar. Es ist tiberhaupt 
fraglich, ob die Wirkung nur an eine einzige Substanz gekniipft 
sei. Die widersprechenden Angaben, die man in der Literatur 
iiber die Wirkung von jodhaltigen und jodfreien, jodarmen und 
jodreichen, globulin- und peptonartigen Schilddriisenstoffen usw. 
findet, wiirden eine solche Behauptung kaum unterstiitzen. Sind 


enthielt 0,0008 g N; l ccm der Schilddriisenlésung 0,0005 g N. Es ist 
leider nicht zu ersehen, ob die Schilddriisenlésung auch Jod enthielt. 
1) Abderhalden, 1. c. 8. 108. 
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doch auBerdem z. B. aus der Hypophyse bereits 8 aminahnliche 
Stoffe isoliert, von denen nur 4 auf den Uterus typisch re- 
agieren’). Auch bei der Nebenniere ist nicht bewiesen, dab 
das Adrenalin die einzige wirksame Substanz darstellt. Es 
sei noch bemerkt, da8 die Annahme eines (oder mehrerer) ein- 
fach gebauter wirksamer Schilddriisensubstanzen die Wirksam- 
keit der SchilddriiseneiweiBstoffe in keiner Weise ausschlieBt, 
sondern im Gegenteil sehr gut erklairen laBt. Die Schilddriisen- 
eiweiBstoffe wiirden in diesem Falle die Muttersubstanz dieser 
Produkte darstellen. Dafiir wiirden auch die feststehenden thera- 
peutischen Erfolge bei der Schilddriisenzufuhr per os, als auch 
die oben erwahnten Verdauungsversuche von Abderhalden 
sprechen. Allerdings wird man dabei die nicht unwahrschein- 
liche Hypothese machen miissen, diese wirksamen Bestandteile 
entstehen auch aus dem EiweiB im Zellstoffwechsel der Schild- 
driise, ebenso wie das Adrenalin in der Nebenniere oder das 
Hypophysin in der Hypophyse. Damit wire dann die Wirk- 
samkeit der Organausziige erklart. 


Methodik. 


Als Versuchstiere dienten 2 Hiindinnen und 1 Hund. An 
der Hiindin I (ca. 3 Jahre alt) wurden sowohl bei Erhaltung 
der Schilddriise, als auch nach der Thyreoidektomie Versuche 
ausgefiihrt. Hiindin II (ebenfalls ca. 3 Jahre alt) wurde nur 
im normalen Zustande untersucht. Beim Hund III waren die 
Schilddriisen operativ entfernt. Dieser Hund wurde nur ein- 
mal gebraucht, und zwar zur Kontrolle, ob nicht eventuell beim 
schilddriisenlosen Tiere eine Steigerung der Stickstoffausschei- 
dung wahrend des Hungers eintritt. Mit Ausnahme des ersten 
Vorversuches wurden samtliche andere Versuche am hungernden 
Tiere ausgefiihrt. In der vorliegenden Arbeit wurde nur der 
EiweiBstoffwechsel untersucht. 

Die Tiere befanden sich wahrend des Versuches in einem 
gewohnlichen Stoffwechselkasten mit Glaswinden. Der email- 
lierte Boden war durchléchert und herausnehmbar. Der im 
Kafig gelassene Harn floB in eine mit Trichter und Watte ver- 
sehene Flasche ab. Nach dem AusgieBen des Harnes wurde 


1) H. Fiihner, Zeitschr. f. d. ges. experim. Med. 1, 397. 
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die Flasche immer sorgfaltig gewaschen und erst dann wieder 
unter den Kafig gestellt. Wahrend der heiBen Sommerzeit, wo 
die ammoniakalische Garung des Harnes besonders zu befiirchten 
war, kamen 1 bis 2 ccm konz. Salzsiure in die Flasche, sonst 
wurde Toluol zugegeben. Ich konnte itibrigens einige Versuchs- 
serien verzeichnen, in deren Verlauf die Harnflasche gar nicht 
zum Gebrauch kam, da nach kurzer Zeit die Hunde so dressiert 
wurden, daB sie ihren gesamten 24 stiindigen Harn in eine unter- 
gehaltene Schale abgaben. 

Da erfahrungsgemaB die Hunde wahrend des Hungers das 
Wassertrinken vermeiden und daher sehr unregelmaBig den 
Harn ablassen, habe ich vom 1. Hungertage an den Tieren 
eine wahrend des ganzen Versuches gleichbleibende Wasser- 
menge per os mit der Sonde eingefiihrt und dadurch ein sehr 
regelmaBiges Urinieren erzielt. 

Die Tiere wurden jeden Morgen zwischen 9 bis 9*/, Uhr 
ins Freie gefihrt, und nach kurzem Herumlaufen gaben sie 
den Harn ab. Der Harn wurde quantitativ in die bereit- 
gehaltene Schale gesammelt. Bei den Hiindinnen 1a8t sich auf 
diese Weise der Harn sehr gut auffangen. Nach der Harn- 
entleerung wurden die Tiere gewogen. 

Wahrend der ganzen Versuchsdauer wurde darauf Wert 
gelegt, die Tiere unter méglichst physiologischen Bedingungen 
zu halten. Sie wurden 2-, oft aber auch 3mal im Tag an der 
Kette im Freien herumgefiihrt, um ihnen die nétige Bewegung 
zu ermdglichen. Die Stickstoffbestimmung im Harn erfolgte 
nach der Methode von Kjeldahl, wobei alle zur Analyse ge- 
brauchten Reagenzien Ofters auf ihren N-Gehalt kontrolliert 
wurden. Vor jeder Stickstoffbestimmung wurde der Harn mit 
Hilfe der Sulfosalicylsiureprobe auf etwa vorhandenes Ki- 
weiB untersucht. Ich méchte diese Priifung auf EiweiB bei 
allen Hungerstoffwechselversuchen sehr empfehlen. An einer 
ziemlich groBen Reihe von Hungerversuchen an verschiedenen 
Hunden konnte ich mich iiberzeugen, daB wahrend des Hungers 
nicht selten ganz leichte Albuminurien spontan auftreten, um 
nach 1 bis 2 Tagen vollkommen zu verschwinden. Waren ge- 
ringe EiweiBmengen nachgewiesen, so wurde der Harn ent- 
eiweiBt und das Filtrat fiir die Stickstoffbestimmung verwendet. 
Der Kot wurde mit verdiinnter Schwefelsadure versetzt, auf dem 
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Wasserbade getrocknet, gewogen und gepulvert. Ein abge- 
wogener Teil kam dann zur Analyse. Die stickstoffhaltigen 
Bestandteile der Nahrung (Reis, Hundekuchen) sowie die ver- 
wendeten Schilddriisenpraparate wurden ebenfalls analysiert. 

Das Thyreoglandol (100°/, ig) stellt eine wasserklare Fliissig- 
keit vom spez. Gewichte 1,016 dar. Es ist nicht ganz frei von 
Jod. Sein Jodgehalt betrigt 0,0013°/,. Diese Zahl ist sehr 
gering, es ist aber doch auffallend, daB auch die nichteiweiB- 
haltigen Ausziige aus der Driise Jod enthalten. 


Vorversuch vom 24. II. bis 13. III. 1916. 


Die Prifung einer Substanz auf ihre Stoffwechselwirkung 
setzt bekanntlich eine Grundbedingung voraus, namlich, daB 
sich der zu priifende Organismus in einem stationaéren genau 
bekannten Zustand befindet. Man erreicht dies auf zweierlei 
Weisen: 1. entweder bringt man das Tier durch passend ge- 
wahlte und analysierte Nahrung in das sogenannte Stoffwechsel- 
gleichgewicht, wo der Organismus ebensoviel von dem betreffen- 
den Element (Stickstoff, Kohlenstoff, Phosphor usw.) ausscheidet, 
wie er erhalt. Ist dieser Zustand erreicht, so wird mit der Zufuhr 
der fraglichen Substanz begonnen und festgestellt, ob die Stoff- 
zersetzung im Organismus zu- oder abnimmt. Dieser Methodik 
bedienten sich auch B. Schéndorff'), Fr. Voit?) bei ihren 
Untersuchungen iiber den EinfluB der Schilddriise auf den Ei- 
weiB- und den Gasstoffwechsel; 2. oder aber man wahlt den 
Hungerzustand, wo sich nach Ablauf der ersten Hungertage 
ebenfalls ein Zustand einstellt, in dem der Stoffwechsel regel- 
maBig verlauft. 

Ich wollte zuerst den EinfluB des Thyreoglandols auf den 
Stoffwechsel nicht beim absoluten Hunger, sondern beim ,,Stick- 
stoffhunger“ studieren und suchte nun den Hund mit einer stick- 
stoffarmen, aber fett- und kohlenhydratreichen Nahrung ins 
» Stickstoffminimumgleichgewicht* (Abnutzungsquote) zu bringen. 
Der Hund bekam tiiglich: 

100 g Reis, 
100 g Butter, 
100 g Zucker. 


1) B. Schéndorff, Arch. f. d. ges. Physiol. 67, 395. 
*) Fr. Voit, Zeitschr. f. Biol. 35, 116. 














J. Abelin: 


Tabelle 


Hiindin I, normal. 





Nahrung 


K6rpergewicht 


24. IL. 1916 1, Versuchstag | ‘ 100 g Reis + 100 g Butter + 

















100 g Zucker +- 2 g Salzmischung 
25. 2. . 26, desgl. 
26. 3. . desgl. 
27. : ” desgl. 
28. 5. * 26,28 desgl. 
29. 6. - 26,80 desgl. 
1. III. ti ” 26,35 desgl. 
2. 8. ” 26,05 desgl. 
3. 9. » 26,15 desgl. 
4.—5. 10.—11. » _ desgl. 
6. 12. - 25,60 | desgl. 
73 13. - 25,75 desgl. 
8. 14. * 25,30 | desgl. 
9. 15. ” 25,95 desgl. 
10. 16. ” 25,40 desgl. 
es: 17. ” 25,20 desgl. 
12. 18. “ 25,20 desgl. 
13. 19. ” 25,00 desgl. 


. AuBerdem wurden der Nahrung 2 g eines Salzgemisches, 
bestehend aus NaCl, KH,PO,, CaCO,, Fe,O, zugesetzt. Der 
Caloriengehalt der Nahrung setzte sich zusammen: 


aus 100 g Reis. . . . 357 Cal, 





» 100 g Butter . . . 790 » 
» 100g Zucker. . . 410 » 
total. . . 1557 Cal. 


Zu Beginn des Versuchs wog das Tier 26,8 kg. Pro Kilo- 
gramm K6rpergewicht und Tag erhielt der Hund 59,09 Cal. Sein 
dynamogener Bedarf war also vollstindig gedeckt, da beim Hund 
nach den Berechnungen von Pfliiger') bei Ruhe und mittlerer 
Temperatur auf das Kilogramm Kérpergewicht 55 Cal fallen. 
Trotzdem scheint die Nahrung aber unzureichend, da der Hund 
fortwihrend im Gewicht abnimmt. Wahrend der ersten 9 Tage 








1) Pfliiger, Arch. f. d. ges. Physiol. 52, 77. 
































Nachweis der Stoffwechselwirkung der Schilddriise. 271 
L 
le Stickstoffarme Kost. 
al. ow ees cana a ale 
— Si] Wi o EA 
SwhS/2 85 w eos 
geseisi 3 42 GE 
‘ wstmol ee F #2 & O WE 
Zulage SeoMmOoZz EF Ex ioe] Bemerkungen 
PAR Sly ¢  g= “ag 
ee Mee | Se! oS w 
3 s 9:6; 7 os Py 5 
OT 5M - 
a ecm +4 
— keine 58,09 (1,80; 915) 7,02 0,262 
. | 59,20 | 1,80/1190 6,42 0,244 
; | 59,88 | 1,30| 925 | 5,24 0,201 
ye 58,83 |1,30! 450 | 2,72 0.132 Der Hund hat einen 
| | ae Teil des Harns re- 
} } | (Mittel- tiniert. 
» 59,24 | 1,30) 955 | 5,46 wert) | Harn schwach ei- 
. 58,09 | 1,30) 940|4,71| 0,176 | Weiihaltia; entel- 
Thyreoglandol, 3 Amp. 41,1} 59,20 | 1,30) 940 3,80 0,144 E 
° 4 » a&1,1| 59,77 |1,80) 880 3,74 0,143 ho Priparat warde 
. 4 » 41,1] 59,55 |1,30| 625 | 3,08 | 0,102 |) s*reuten inlisiert. 
keine soak? age teat mee od 
+ 60,82 | 1,30; 575 2,00) 0,123 
~ 60,46 | 1,30) 745 2,58 0,101 
8 Tabletten 4 0,162 g 61,55 | 1,34 | 750 | 2,27! 0,089 Die “ 
12 - a 0,162 g 60,00 | 1,387 790 2,23, 0,086 Sunncttin. ‘onan 
15» «= 80,162 g | 61,30 (1,38) 945/296 0,116 |{ von Burroughs 
12 “ a 0,162 g 61,77 | 1,37) 645 2,69) 0,107 Wellcome & Co. 
12 » &0,162g | 61,77 |1,37| 750| 3,09) 0,123 |} (Tabloid Thyroid 
12 . a 0,162 g 62,28 | 1,37) 940 | 3,07 0,123 








verlor er 650g. Dieser Verlust an Korpergewicht macht sich 
in den folgenden Versuchstagen noch deutlicher bemerkbar, 
wobei allerdings der EinfluB der verfiitterten Schilddriisen- 
tabletten beriicksichtigt werden muB. 

N-Analyse der Tabloid Thyroid Gland von Burroughs 
Wellcome & Co.: 3 Tabletten & 0,162 g (2'/, g) verbrauchten 
nach Kjeldahl 10,82 cem "/,,-H,SO,. Jede Tablette enthalt 
0,0055 g N. 

N-Analyse des Reises: 1,92 g Reis verbrauchten 17,0 ccm 
2/ 9° H,SO,; 2,013 g Reis verbrauchten 19,45 ccm ®/,o-H,SO,. 
N-Gehalt des Reises = 1,30°/, (Mittel aus beiden Bestim- 
mungen). 

Der Hund hat im Verlaufe der 19 Versuchstage 63,08 g 
Stickstoff durch den Harn ausgeschieden, seine Stickstoffein- 
nahmen wihrend dieser Zeit betrugen 25,10 g N. Das Stick- 


stoffminimumgleichgewicht hat sich nach 2 wéchentlicher Fiitte- 
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rung eingestellt. Die sogenannte Abnutzungsquote des Hundes 
wiirde demnach 2,25 g N pro 24 Stunden darstellen, oder 
0,088 g N pro Kilogramm Korpergewicht. Die Injektionen 
von Thyreoglandol sowie die Eingabe der Tabletten hatten 
einen orientierenden Charakter und bezweckten nur die Fest- 
stellung der Dosierung und der Vertraglichkeit d_s Praparates. 
Eine Wirkung auf die Stickstoffausscheidung konnte das Thyreo- 
glandol schon aus dem Grunde nicht haben, weil am 7. Ver- 
suchstage, wo mit den Einspritzungen begonnen wurde, das 
Tier sich noch nicht in der Stickstoffminimumphase befand: 
am Tage vor der Injektion schied der Hund 4,71 g N aus, also 
fast das Doppelte von seiner wahren Abnutzungsquote (2,25 g). 
AuBerdem waren ja die injizierten Mengen (3 bis 4 ccm) viel 
zu gering, um den Stickstoffstoffwechsel zu beeinflussen. 

Ich konnte aber feststellen, daB die Injektion des Pri- 
parates keine toxischen Erscheinungen hervorruft und daB mit 
der Dosierung viel héher gegangen werden darf. Von der sub- 
cutanen Eingabe mufBte ich aber in den weiteren Versuchen 
absehen, da die Injektion der relativ geringen Mengen von 
3 bis 4 com heftige Schmerzen hervorrief. Die Injektion konnte 
in keinem Falle an einer einzigen Stelle ausgefiihrt werden, 
da der sonst sehr ruhige Hund sich der Fortsetzung der Ein- 
spritzung mit aller Kraft widersetzte. 

Dieser Vorversuch zeigte auBerdem, daB es sich beim frag- 
lichen Hund um ein Tier handelt, das auch im normalen 
Zustande, d.h. bei Erhaltung der Schilddriisen, auf die Zu- 
fuhr von Schilddriisensubstanz mit einer Steigerung der Stick- 
stoffausscheidung reagiert. Bereits am 3. Tage der Fiitterung 
mit den Tabletten macht sich die Stickstoffsteigerung bemerk- 
bar, indem der Harnstickstoff von 2,25 (im Mittel aus den 
2 letzten Vortagen) auf 2,96 g heraufgeht. Auf dieser Hohe 
halt sich die Stickstoffzersetzung einige Tage, wobei am 
Tage nach der ersten Stickstoffsteigerung ein kleiner Abfall 
des Stickstoffgehaltes des Harnes eintritt — alles Erscheinungen, 
die ich nachfolgend sowohl] nach Thyreoglandol, sowie nach 
Tabletteneingabe wiederfinden konnte. Die durch die Schild- 
driisentabletten hervorgerufene Stickstoffsteigerung wird noch 
deutlicher, wenn man die Stickstoffausscheidung pro Kilo- 
gramm Kérpergewicht beriicksichtigt. Es braucht nicht her- 
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vorgehoben zu werden, daB diese Art der Berechnung die 
richtigere ist, da das Tier fortwahrend (besonders aber bei 
Schilddriisenzufuhr) im Gewicht abnimmt. Hier erhéht sich 
die N-Ausscheidung von 0,089 bis 0,086 g auf 0,117 g pro 
Kilogramm (Mittel aus 4 Tagen). Diese Steigerung betragt, in 
Prozenten berechnet, 32°/, (Mittel aus 4 Tagen), die maximale 
Steigerung in den letzten 2 Tagen (0,123 g pro Kilogramm) 
betriigt 40°/,. 

Es geht aus dieser Versuchsserie hervor, daB die Zufuhr 
von Schilddriisensubstanz beim Hund nicht nur im Hunger 
oder im Falle des Stickstoffgleichgewichts bei reicher EiweiB- 
nahrung’), sondern auch im Zustande des Stickstoff- 
minimums eine Erhéhung der Eiweifzersetzung bedingt. 

Diese Tatsache wiirde sich schwer mit der Ansicht von 
Schéndorff vereinigen lassen, daB es sich bei der Stickstoff- 
steigerung nach Schilddriiseneingabe zuerst um eine vermehrte 
Ausspiilung der Extraktivstoffe aus dem Organismus handle. 
Mein Hund befindet sich im Stickstoffminimum, seine Stick- 
stoffausscheidung betragt jetzt nur */, der urspriinglichen (2,25 g 
gegen 7,02 g). Die zur Verfiigung stehenden Extraktivstoffe 
dirften bereits angegriffen sein, da der Organismus aller Wahr- 
scheinlichkeit nach samtliche verfiigbare Stickstoffquellen zur 
Deckung des bestehenden Stickstoffbedarfs heranzieht. Man 
miBte in diesem Falle an eine spezifische Verwandtschaft der 
Schilddriise zu den Extraktivstoffen des Kérpers denken. Diese 
laBt sich aber kaum beweisen. Leider kann iiberhaupt die 
héchst wichtige Frage, auf welchem Wege die Schilddriise die 
gesteigerte Stickstoffausscheidung herbeifiihrt, vorlaufig nicht 
beantwortet werden, da uns der Zellstoffwechsel, auf den es 
doch dabei ankommt, vollkommen unbekannt ist. Wir haben 
bis jetzt auch keine Methoden, um in unseren Ausscheidungen 
den Stickstoff aus der EiweiBzersetzung vom _,,Nichteiweib- 
stickstoff* zu unterscheiden und zu trennen. 

Nach all den wiahrend dieses Vorversuches gewonnenen 
Erfahrungen wollte ich zur Ausfihrung des Hauptversuches 
schreiten und suchte nach einer 2 monatlichen Pause, den Hund 
wieder auf das Stickstoffminimum zu bringen. Dabei trat aber 


1) B. Schéndorff, Fr. Voit u. a. 
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die so haufig bei Stoffwechselversuchen zu beobachtende Kom- 
plikation ein, naimlich die Verweigerung der dargereichten Nah- 
rung. Samtliche Versuche iiber eine Korrektur des Geschmacks 
durch Zusatz von Fleischextrakt, Fleischstiickchen fiihrten nicht 
zum Ziel: der Hund hungerte 2 Tage, trotzdem die Reisnahrung 
vor ihm stand. Ich war daher gezwungen, die Versuche mit der 
Beeinflussung des Stoffwechsels beim Stickstoffminimum auf- 
zugeben, und ich ging zu den Hungerversuchen iiber. Auch hier 
schien es mir zweckmibig, in einem vorliufigen Versuch fest- 
zustellen, ob erstens nicht im Laufe einer laingeren Hunger- 
periode normal eine Stickstoffsteigerung beim Hund eintritt; 
zweitens, sollte der Hungerversuch iiber den HungereiweiBum- 
satz des Tieres Aufschlu8 geben. Niaheres iiber diesen Versuch 
enthalt die nachfolgende Tabelle. 


Tabelle II. 


Hiindin I (vor der Schilddriisenentfernung). Hunger. 



































g & 
’ ~~ fe r= 
Datum 3 © is 2 E a= Bemerkungen 
= a Ch ont 
kg jcom; ccm 

10.V. 1916] 1. Hungertag .... . 30,95 '440/ 710 | — 

11. 2. “Siar ny 30,05 480) 355 | 4,64 

12. 3. ’ Rie eT 28,75/ 700) 315 5,85 

18. 4, A> cha we pee 28,40 | 350 | kein Harn | — : 

14. aH GS ere 28,00 | 200) 350 | 8,58 } Mittel pro die 4.26 

15. 200 g Reis +- Fett . . .|27,72/400) 480 | 4,11] Zugefiihrt 2¢ N. 

16. 100 g Reis +- 100 g Butter | 

-+-100 g Zucker . . . | 28,37) — 565 | 2,73] Zugeftihrt 1¢ N. 

17. NS 28,75/125! 870 | 2,95] Zugetiihrt 1g N. Wah- 
| | rend des Hungers aus- 
| | geschieden durch den 
| | Harn 23,13 g N. 


Aus dieser Tabelle geht hervor, da8 normalerweise bei 
diesem Tier im Hungerzustand keine Steigerung der Stickstoff- 
ausscheidung eintritt. Diese wire auch schwer zu erwarten. 
Der Hund wurde im Laufe der 2 Monate, vom 13. III. bis 
10. V. mit einer eiweiB- und fettreichen Nahrung gefiittert, er 
nahm auch wahrend dieser Zeit um 5,95 kg zu und hatte sich 
demnach ein gréBeres Fettdepot angelegt. Eine Stickstoff- 
steigerung wahrend des Hungerns tritt gewéhnlich erst nach 
einer lingeren Periode (pramortale Stickstoffsteigerung), nicht 
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aber in relativ kurz dauernden Versuchen ein. AuBerdem zeigen 
nur fettarme und junge Hunde diese Erscheinung im Gegen- 
satz zu alteren Tieren, bei denen bis zum Hungertod die Stick- 
stoffausscheidung im Harn allmahlich abnimmt’). 

Die Tabelle zeigt auch, daB der Hund im Laufe des 
Hungers immer weniger Wasser zu sich nimmt und die Urin- 
abgabe unregelmaBig wird. Diese altbekannten Erfahrungen 
veranla8ten mich auch, in meinen weiteren Versuchen den 
Tieren taglich eine bestimmte Wassermenge mit der Schlund- 
sonde einzufiihren. Erwahnenswert ist auch die Tatsache, da} 
mit dem Beginn der Nahrungszufuhr die Stickstoffausscheidung 
nicht zunimmt, sondern im Gegenteil abnimmt. Am letzten 
Hungertage schied der Hund 4,26 g N aus, am 2. EBtag nach 
Zufuhr von insgesamt 3 g Stickstoff findet man nur 2,73 g N 
im Harn. Das Tier sucht also den Stickstoff zuriickzuhalten 
— eine Erscheinung, die man in den ersten Tagen nach einer 
Hungerperiode hiufig beobachtet. 


Tabelle III. 
Hund III, thyroidektomiert. Hunger. 




















= | eae; @&i gs é 
E |e8) 2 lo8 ees 
2 28 8 gh 2Eeq 
Datum 2 Ee | E e= i BS 
a) 4/8 Sages 
kg | ccm cem | g 
22.X.1916| Letzter EBtag . . .|10,20 | 400 790 3,63) 0,356 
23. 1. Hungertag ...]| 9,90 | 400 595 1,91 | 0,194 
24. 2. ” oo oP Oe 1 SR Re La | iT? 
25. 3. ” . . -| 9,52 | 400 | 465 | 2,30 0,241 
26. 4. - - « «| 9,37 | 400 | 405 | 227 | 0,242 
27. 5. ” . . | 9,27 | 400 | 440 | 217 | 0,234 
28. 6. ” - « ef 9,20 | 400 | 390 | 1,59 | 0,178 
29. 7. - . . «| 8,77 | 400 | 425 | 1,76 | 0,196 


Bemerkung: Nur am 28. X. waren Spuren von Eiwei8 im Harn 
nachzuweisen, sonst war der Harn eiwei8- und zuckerfrei. Am 28. X. 
wurde die Analyse an dem mit 2°/,iger Essigsiure unter Kochsalz- 
zusatz enteiweiBten Harn ausgefiihrt. 


Ich hatte Gelegenheit, auch einen schilddriisenlosen 
Hund 7 Tage lang hungern zu lassen. Der Hund wurde vor- 


‘) C. Voit, Hermanns Handb. d. Physiol. 6, I, 94. 
Biochemische Zeitschrift Band 80. 19 
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her ebenso wie meine Hiindin ernahrt. Wie die Tabelle III 
zeigt, tritt normalerweise auch beim thyroidektomierten 
Tier im Laufe des Hungers keine Stickstoffsteigerung ein. 


Periode vom 3. bis 12. VI. 


Es folgte nun nach einer ca. 3wéchentlichen Pause eine 
Hungerperiode, in der das Tier Schilddriisentabletten von Bur- 
roughs Wellcome & Co. erhielt. Dem Versuch ging eine kurze 
Fiitterungsperiode voran. Vom 25. bis 29.V. erhalt der Hund 
tiiglich ca. 1 kg Hundekuchen, vom 29. V. bis 3. VI. wieder 
tiglich 100 g Butter 4- 100 g Reis (abgekocht) +- 100 g Zucker 
+ 2g der Salzmischung. Diese kurze Vorfiitterung mit einer 
stickstoffarmen Nahrung bezweckte, die Stickstoffausscheidung 
im Harn noch vor dem Hungern etwas herabzusetzen, damit 
sich der sogenannte Grundumsatz des Tieres wahrend des 
Hungerns rascher einstellt. 

Wie die Tabelle IV zeigt, trat unter der Wirkung der 
Schilddriisentabletten eine, man médchte sagen, enorme Stick- 
stofisteigerung ein; von 2,58 und 2,02 g N in den beiden Vor- 
tagen auf 5,52 und 4,39 g N. Pro Kilogramm Ko6rpergewicht 
berechnet, betraigt die Stickstofisteigerung 123 und 82°/,. Die 
Stickstoffsteigerung ist von einer verstarkten Diurese begleitet, 
indem die Harnmenge in diesen Tagen 710 und 570 ccm gegen 
rund 400 ccm in den vorigen Tagen betragt. Die vermehrte 
Harnausscheidung infolge Schilddriiseneingabe ist beim Hund 
nicht immer, wohl aber ziemlich regelmaBig beim Menschen 
zu sehen. Nach Aussetzen der Tabletteneingabe und nach Zu- 
fuhr von Nahrung in Form von Butter, Zucker und Reis er- 
folgt, wie im vorigen Fall, eine Abnahme des N-Gehaltes des 
Harnes; die negative Stickstoffbilanz des Harnes sinkt von 
5,52 und 4,39 g auf 2,35 und 1,73 g. 

N-Analyse der Tabloid Thyroid Gland von Burroughs 
Wellcome & Co.: 2 Tabletten a 0,324 g (5 g) nach Kjeldahl 
auf ihren N-Gehalt analysiert. Verbraucht 13,85 ccm "/,,-H,SO,. 
Jede Tablette enthalt 0,01 g N (Schéndorff fand 0,0111 g). 


Periode vom 2. bis 12. VII. 


Nachdem nun der letzte Hungerversuch ergeben hat, daB 
der HungereiweiBumsatz des Tieres durch vollwertige Schild- 





Nachweis der Stoffwechselwirkung der Schilddriise. 277 


driisentabletten in machtiger Weise gesteigert wird, schritt ich 
zum Versuche mit Thyreoglandol. Auch in diesem Fall wurde 
der Hund vom 24. VI. an auf die schon friiher gebrauchte 
stickstoffarme Nahrung gesetzt. Wahrend der letzten 9 Tage 
vor Beginn des Versuchs (vom 24. VI. bis 2. VII.) erhielt das 
Tier taglich: 


100 g Zucker . . . 410 Cal 

100 g Reis . —— | le 

150 g Butter . . . 1185 » 
total . . . 1952 Cal. 

AuBerdem bekam es taglich 2 g einer Salzmischung, be- 
stehend aus 50 Teilen NaCl, 10 Teilen CaCO,, 5 Teilen KH,PO, 
und 4 Teilen Fe,0,. 

Am 24. VI. wog der Hund 25,8 kg, er bekam damit pro 
Kilogramm 75,6 Cal — eine Ernahrung, die, energetisch be- 
trachtet, vollkommen ausreichend ist. Am 3. VII. begann der 
Hungerversuch. Vom 3. Hungertage an bekommt das Tier mit 
der taglichen Menge von 300 com Wasser 15 ccm Thyreoglandol 
[das Thyreoglandol wurde mit dem Wasser gemischt und die 
ganze Flissigkeitsmenge (300 ccm) mit der Schlundsonde ein- 
gegeben]. 

Auch hier wie beim Versuch mit den Schilddriisentabletten 
reagiert das Tier zuerst nicht auf die Zufuhr des Schilddriisen- 
praparates. Erst am 6. Hungertage, nach 4maliger Eingabe 
des Thyreoglandols, tritt (genau wie beim Versuch mit Schild- 
driisentabletten) eine sehr hohe Steigerung in der Stickstoff- 
ausscheidung im Harn ein. An diesem Tage findet man im Harn 
eine Stickstoffmenge, die, pro Kilogramm Ko6rpergewicht be- 
rechnet und mit dem gleichen Wert der 2 ersten Hungertage 
verglichen, eine Erhéhung von 128°), bedeutet. Am folgenden 
Tage ist die N-Ausscheidung ebenfalls noch sehr bedeutend 
erhdht, 4,13 g N, die prozentische Stickstoffsteigerung betragt 
noch 80°/,; ungefahr das gleiche Bild zeigt auch der letzte, 
8. Hungertag, wo bei einer Stickstoffausscheidung von 3,96 g 
die prozentische N-Steigerung 64°), betriigt. Der vermehrten 
Stickstoffsteigerung geht eine verstarkte Diurese parallel: wah- 
rend in den friiheren Tagen die Harnmenge zwischen 300 und 
400 ccm schwankte, steigt sie nun auf 635, 600 und 500 ccm 
an. Auf Aussetzen des Priparates und Zufuhr von Nahrung 

19* 
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Tabelle 


Hiindin I vor der Schilddriisen- 
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sinkt der Stickstofigehalt des Harnes. Eine Nachwirkung der 
Schilddriisenzufuhr konnte ich ebenso wie B. Schéndorff nicht 


feststellen. 
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7 8 
‘ Hungertage 
Fig. 1. Stickstoffausscheidung im Harn bei Hiindin I vor der Schild- 
driisenentfernung. Hunger. Bei + beginnt die tagliche Zufuhr von 
Thyreoglandol. 


Eien 3 HS 


Der Stickstofigehalt des Kotes wurde in diesen Versuchen 
nicht bestimmt, und zwar aus folgendem Grunde: ich hatte 
ganze Hungerperioden, wo am 2., manchmal am 3. Hungertage 
eine Kotentleerung eintrat, am Schlusse des Hungerversuches 
Kot nicht zu erhalten war. Die folgende Defakation trat ge- 
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IV. 
entfernung. Hunger. 
ea See Se whe 
Ele |giog 3 eas FES 
I = ~~ 21S ba =S jiSS Eta 
S| 8 422) hos Os Socks 
®i ga | sl one) se eae et 
& g &s ree = (Si 5 po & Kemerkungen 
ela | Pelcse) £, Geese 
z|M\csiege 38 west se 
= = ; or 
g ccm | a - Z oy, 
1,30 | 710 | 2,57 | 00961, —1,27 inp 
0,00 420 2,92 | 0,111 — 2,92 — 
0,00 | 225 | 2,21 | 0,085 — 2,21 = 
0,20 | 420 | 2,77 | 0,107 | —2,57 —_ 
0,20 | 400 | 2,58 | 0,100 | — 2,38 — 
0,20 | 450 | 2,02 | 0,080 — 1,82 — 
0,20 710 | 5,52 0,219 — 5,32 | 124 Doppelanalyse. 
0,20 | 570 | 439 | 0178 | —4,19 | 82 
1,30 | 650 | 3,35 | 0,143 — 2,05 | cn 
1,30 | 560 | 2,73 | 0,110 | —1,43 | a Wihrend der ganzen Versuchs- 
| | | periode war der Harn eiweiB- 
und zuckerfrei. — Wa&hrend 
der 7 Hungertage ausgeschie- 
den 22,41 g N durch den Harn 





wohnlich am 1. oder 2. EBtage ein. Unter diesen Umstianden 
hatte die Stickstoffbestimmung im Kot wenig Wert, da der uns 
interessierende Hungerkot nicht abzutrennen war. Nur in einem 
zuletzt angefiihrten Versuch habe ich eine Kotanalyse ausge- 
fiihrt. Das Fehlen des Kotstickstoffes, was ja eventuell zu be- 
dauern ist, triibt aber die Deutlichkeit der Versuche in keiner 
Weise. Die Kotanalysen werden ja so gemacht, daB der Stick- 
stoffgehalt des Kotes bestimmt und die gefundene N-Zah] gleich- 
maBig auf alle ,kotlosen“ Tage verteilt wird. Wenn es mir 
nach einer 4- bis 6tagigen Pause, z. B. am letzten Hungertage, 
gelingen sollte, Kot zu erhalten, so miiBte ich den ermittelten 
Kotstickstoff durch 4 oder 6 dividieren und die gefundene Zahl 
zum betreffenden Stickstoffwert des Harnes addieren. Dadurch 
wirde die absolute tagliche N-Bilanz etwas héher ausfallen, 
die relative Stickstoffsteigerung im Vergleiche mit den 
Tagen ohne Schilddriisensubstanzzufuhr (auf die es doch in 
meinen Versuchen hauptsachlich ankommt) wiirde gleich 
bleiben. 

Der Hungerkotstickstoff betrug bei diesem Hund im Ver- 
such vom 22. bis 30. X. 0,144 g pro die. 

N-Analyse des Thyreoglandols: 5 ccm Thyreoglandol 
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Tabelle 
Hiindin I vor der Schilddriisen- 
a - acon 
3s | ales 
B 53/3 
® 98 | 328 
Datum 8. = =| 3 act 
co) eo | 
v, | Bt« 
kg | com | 3 
2. VII. 1916] Letster EBtag ............ 2480| — | kein 
3. ee eee eae ee 24,65 | 300 - 
4. 2. Spatial eg. ee kee a 24,00 | 300 . 
5. 8. erie ari ee or eRe 23,85 | 300 15 
6. 4. Pes eg gti og tg ot ge esa aia 23,50 | 300! 15 
7. 5. Red eee bar eck oe Soe 23,50 | 300 15 
8. 6. ea at ere ae a 22,80 | 300 15 
9. ts BPR | hg eats gee ek al oe 22,75 | 300! 15 
Fo ol 
10. Reet dis cis Sie Say. pte take 22,50 | 300 15 
11. RENNIN 5 Sei) or octet es Seco bse, We 22,75 | — | kein 
12. 2. » (100g Hundekuchen mit 3,03 g N | | 
. a... Ae ae ee ee 22,60; — “ 


verbrauchten 1,60 ccm "/,,.-H,SO,. Kontrollanalyse: 1,60 ccm 
B/ o°-H,SO,. 1ccm Thyreoglandol enthalt 0,448 mg N. 

N-Analyse des Hundekuchens: 0,8756 g Substanz ver- 
brauchten nach Kjeldahl 18,95 ccm "/,,-H,SO,. N = 3,03°%,. 

Am 22. VII. 1916 werden dem Hunde unter Morphium- 
Athernarkose die beiden Schilddriisen vollkommen entfernt’). 
Die Parathyreoidea liegen beiderseits ziemlich hoch iiber den 
Schilddriisen. Sie werden unverletzt isoliert und in die Schild- 
driisenkapsel eingenaht. 

Am 23. VII. ist nichts Auffallendes zu beobachten. Kot 
fliissig, schwach bluthaltig. Der Harn ist eiweiBfrei. 

Am 3. Tage nach der Operation bekam der Hund gegen 
10° vorm. die ersten Anzeichen eines Tetanieanfalles. Die 
Atmung wird immer beschleunigter, der Mund ist offen, Zunge 
ausgestreckt. Temperatur im Rectum 39,5°. Nach kurzer Zeit 
treten geringe Anfalle auf: die Beine werden steif, das Tier 
fallt leicht um. 


1) Die Operation wurde von Dr. H. Matti, Privatdozent fiir Chirurgie, 
ausgefiihrt, wofiir ich ihm auch an dieser Stelle meinen wirmsten Dank 
ausspreche. 
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entfernung. Hunger. 





| 
| 
| 
| 





wn N eingefiihrt 


! 
| | 


| 


Bemerkungen 


Harnmenge 
Gesamt-N 
N-Steigerung 

pro Kilogramm 
e Kérpergewicht 
© im Vergleich mit} 
den 2 ersten 
Hungertagen 


des Harnes 
ausgeschieden N 


a 
B 
Pro Kilogramm 
o Kérpergewicht 
Negative N-Bilanz 
des Harnes 





420 | 0,105 | —1,32 
| O7o | 0,124 | — 3,06 
430 0,0875 | —2,10 | 
| 280 | : , 0,0964 | — 2,30 
| 460 5} 0,188 | —3,25 | 
| 360 10,119 | —2,79 Nur am 7. Juli waren Spuren von 


} ‘ Eiwei8 im Harn nachzuweisen. 
635 ’ | 0,242 — 5,52 Der Harn wurde enteiwei&t 


| 600 | 430 | 0191 —4,30 | 80 und dann analysiert. An allen 

iibrigen Tagen war der Harn 
| eiweiBfrei. 

500 | 3,96 | 0174 | —3,96 | 64 Gesamt-N-Ausscheidung durch 

| 310 | 3,62 | 0,159 = —3,12 | po den Harn im Hunger = 27,28 g. 





| 





| 160 | 2,97/ 0,131 +006| — 


10°° vorm. Das Tier erhalt 5 com Thyreoglandol subcutan. 
Da keine merkliche Besserung eintritt, so werden um 11° vorm. 
15 Tabloid Thyroid gland a 0,162 g, in Wasser suspendiert, mit 
der Schlundsonde eingegeben. 

20 Minuten nach der Eingabe bessert sich der Zustand 
des Tieres, die Atmung wird ruhiger, die Steifheit der Beine 
verschwindet. Der Hund liegt noch erschépft einige Stunden 
auf dem Boden, erholt sich aber ganz und nimmt am Nach- 
mittag Nahrung auf. 

Das war der einzige Anfall, den ich wahrend der ganzen 


Zeit bei diesem Hund gesehen habe. 


Am 25., 26., 27. und 28. VII. erscheint das Tier vollkommen 
normal und munter, der Harn ist frei von Eiwei8 und Zucker, 
die Nahrung wird restlos gefressen. 

Am 29. VII. beginnt die Vorfiitterung, und zwar ebenso 
wie in den friiheren Versuchen mit einer eiweiBarmen Nahrung. 
Am 29., 30. und 31. VII. erhalt der Hund taglich 150 g Rind- 
fleisch und 75g Fett. 

Am 1. VIII. beginnt der zweite Versuch mit Thyreoglandol. 
diesmal am schilddriisenlosen Hund. Nach einer 3 tagigen Normal- 
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hungerperiode erhalt der Hund taglich zuerst 15 cem, dann 17 ccm 
und schlieBlich 20 com Thyreoglandol per os. 

Auffallend bei diesem Versuch sind die geringen Stickstoff- 
werte im Harn vom 3., 4., 5. Hungertage, in denen gewohnlich 
der Grundumsatz zum Vorschein kommt. In den friiheren zwei 
Hungerperioden (vgl. Tabelle IV und V) betrug die Stickstoff- 
ausscheidung am 3., 4. und 5. Hungertage: 

2,77 g, 2,68 g, 2,02 g; 

2,30 g, 3,25 g, 2,79 g; 
im vorliegenden Fall: 

2,09 g, 185g, 1,48 g, 
trotzdem die Vorernihrung in diesem Versuch stickstoffreicher 
war als in friiheren Versuchen, Mit 100 g Reis, 100 g Zucker 
und 100 g Butter bekam dort das Tier héchstens 1,3 bis 1,4 g N, 
mit 150 g Rindfleisch hier ca. 5 g N pro Tag. 


7 
Hungertage 


Fig. 2. Stickstoffausscheidung im Harn bei Hiindin I nach der Schild- 
driisenentfernung. Hunger. Bei * beginnt die tagliche Zufuhr von 
Thyreoglandol. 


Dem gesteigerten EiweiBzerfall unter dem EinfluB des 
Thyreoglandols entspricht ein erhdhter Gewichtsverlust: in den 
3 Tagen vor dem Eintritt der Stickstoffsteigerung verlor das 
Tier regelmaBig 100 g K6érpersubstanz pro die, dann aber 250 
und 300 g. Auch die Diurese ist deutlich erhdht. Die eingetretene 
Stickstoff steigerung betragt am 6. Hungertage 73°/,. Sie fallt 
am nachsten Tage auf die Hialfte und steigt dann wieder, in- 
dem sie am 8. Hungertage 61°/, ausmacht. Insgesamt hat der 
Hund wihrend dieser Hungerperiode 19,25 g Stickstoff durch den 
Harn zur Ausscheidung gebracht. Nun enthalt nach Pfliiger') 
das magere Hundefleisch 3,3°/, Stickstoff. Die ausgeschiedenen 


1) Arch. f. d. ges. Physiol. 52, 56. 
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19,25 g N wiirden einer Zersetzung von 583.3 g KérpereiweiB 
entsprechen. Im Laufe der 8 Hungertage hat aber der Hund 
1600 g verloren. Neben diesen 583,3 g Eiwei8 wurden damit 
1017 g stickstofffreier Substanz (hauptsachlich Fett) zersetzt. 


Periode vom 30. IX. bis 6. X. 


Um nun auch am schilddrisenlosen Tier einen Vergleich 
zwischen Thyreoglandol und Schilddriisentabletten machen zu 
k6nnen, habe ich in einer neuen Hungerperiode eine Fiitterung mit 
Schilddriisentabletten unternommen. Wihrend dieser 2 Monate 
nach der Operation haben sich die Symptome des Fehlens der 
Schilddriise sehr deutlich ausgebildet. Der Hund verliert massen- 
haft Haare, er zeigt auch ein Zittern in den hinteren Extremi- 
taten, springt nicht selbst in den Kafig, was er vor der Opera- 
tion mit Leichtigkeit machte. Er sieht auch sonst apathisch 
aus und ist ziemlich unbeweglich. Der Harn ist klar, frei von 
Zucker und EiweiB. 2 Wochen vor Beginn des Versuches er- 
halt der Hund taglich Zulagen von Fett und Zucker zu dem 
Normalfutter. Am Schlusse des letzten Hungerversuches wog 
der Hund 21,25 kg, am 30. IX. betragt sein Gewicht 25,12 kg, 
er hat somit rund um 4 kg zugenommen. Die Versuchsanord- 
nung blieb auch hier die gleiche: zuerst eine Normalhunger- 
periode von 3 Tagen und dann Zufuhr von Tabletten. 





Fig. 3. Stickstoffausscheidung im Harn bei Hiindin I nach der Schild- 
driisenentfernung. Hunger. Bei * beginnt die Zufuhr von Tabloid 
Thyroid Gland a 0,324 g von Burroughs Wellcome. 


Dieser Versuch zeigt einige Eigentiimlichkeiten, die nicht 
etwa den Gesamteffekt der Tablettenwirkung, sondern einige 
Einzelheiten betreffen. Erstens trat die Stickstoffsteigerung im 
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Tabelle 
Hiindin I nach der Schilddriisen- 








| 
| 


Thyreo- | 


glandol singottihrt 


} 
| 
| 
| 
| 








31. VIT. 1916] Letzter EBtag 
1. VIII. 1. Hungertag 
; 2. 


n 




















Tabelle 
Hiindin I, nach der Schild- 











| 

| Schild- | 

| driisen- | N Harn- 
| tabletten eingefiihrt menge 
is 0,324 g 


| 
! 
| 
| 
| 
| 
| 
| 
' 
| 
| 
| 
| 


g 


Letzter EBtag} 25,12 | 
1, Hungertag} 24,40 | 
2. - 23,80 | 











” 23,57 
. 23,25 
* 23,00 
- 22,62 


20 
20 








1) 175 com Harn wurden, wie immer, in der daruntergehaltenen 
Schale beim Herumfiihren des Hundes gewonnen. Der Hund hat aber 
auBerdem im Kafig uriniert. Durch eine ungeschickte Bewegung kippte 
der Hund die ihm im Kafig vorgestellte Schale mit Wasser um, so daB 
in der Harnflasche unter dem Kafig 665 ccm Fliissigkeit vorhanden 
waren. In den 175 com wurden 1,92 g N, in dem verdiinnten Harn 
0,56 g N, total 2,48 g N gefunden. 
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‘ VI. 
entfernung. Hunger. 



































Pro Kilo- rs oy 
gramm | Kip 
Gesamt-N Korper- | Negative LS eeiiate 
des gewicht N | N-Bilanz des ‘Vergleich mit Bemerkungen 
Harnes | =, Harnes | den 8 ersten 
ee | | Hungertagen 
g *, 
3,68 | 0,1590 | aie es 
3,11 01361 (| —3811 _— 
248 | 01102 | —248 -_ 
2,09 0,0941 {— 2,09 _— 
1,85 | 0,0887 | —1,85 _ 
1,48 | 00673 | —1,48 — 
3,076 | 014144 —38076 | 73 
2,37 0,1100 — 2,37 35 Doppelanalyse. 
2,80 0,1318 | — 2,80 } 61 Der Harn wurde taglich auf Ei- 
| weiB gepriift. Kein Eiwei8. 
Insgesamt wahrend des Hun- 
gers durch den Harn ausge- 
schieden 19,25 g N. 
VII. 
driisenentfernung. Hunger. 
ea | Steigerung 
ro Kilo- | pro Kilo- 
Gesamt-N| 8™™ | Negative | Stamm Kor- 
Kérper-  |y pee pergewichtim 
—. gewicht N = Ker Vergleich mit Bemerkungen 
aus- | den 3 ersten 
geschieden | Hungertagen 
g "9 
6,37 0,254 -- — 
861 | 0,148 — 3,61 — 
1,99 0,084 — 1,99 _— 
8,14 0,133 —314 oul Doppelanalyse. 
6,72 | 0,289 — 6,52 137 Doppelanalyse. 
2,76 0,119 — 2,56 0,0 
4.33 0,191 — 4,13 58 Wahrend des Hungers kein Ei- 
| weiS und kein Zucker im Harn 


Harn unmittelbar nach der Eingabe der Schilddriisensubstanz 
ein, wahrend sich in allen friiheren Versuchen der EinfluB des 
Praparates erst nach 3- bis 4maliger Zufuhr zeigte. Auf die 
sehr hohe Stickstoffsteigerung von 3,14 g N im Vortage auf 
6,72 g N am Tage der Tabletteneinnahme folgt ein Tag, in 
dem trotz der Schilddriiseneingabe gar keine Erhdhung des 
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Tabelle 
Hiindin I nach der Schild- 
~ ; —— aia <= 
oe eee Cae 
} N 
a Korper- ee |Thyreo-, N ein- | Harn- =y N 
gewicht gegeben| glandol | gefihrt | menge | Harnes 
gZ ecm ccm ccm | 
22. X. 1916] Letater EBtag| 24,65 | — | kein | — | 1360 | 5,79 
28. 1. Hungertag | 24,45 | 400 | » 0,0 670 | 3,44 
24. 2. “ 23,81 | 400 { » 00 | 240 1,39 
25. 3. . 23,35 | 400 ” 0,0 | 820 3,34 
26. 4. - 23,00 | 400 “ 00 | 850 | 3,64 
27. 5. ” 22,82 400 | 20 0,011 | 335 | 3,80 
28. 6. . 22,68 | 400 | 20 0,011 | 3825 | 3,97 
29. 7. “ 22,60 | 400 _ 20 0,011 | 390 | 38,39 
30. &. ” 22,40 | 400 20 | 0,011 | 360 | 4,36 











Harnstickstoffes zu finden ist. Am 6. Hungertage, wo der Hund 
immer noch Tabletten bekommt, tritt wieder eine N-Steigerung 
ein, die, mit den Normalhungertagen verglichen, 58°/, betrigt. 
Es fehlte auBerdem in diesem Versuch die Vermehrung 
der Diurese, die ausgeschiedene Harnmenge blieb die ganze 
Zeit, von einigen Schwankungen abgesehen, auf ungefahr der 
gleichen Hohe. Wahrend dieser 6tagigen Hungerperiode hat 
der Hund 22,55 g N im Harn ausgeschieden, 3,3 g mehr als 
wahrend des letzten 8tigigen Hungerns. Dies kommt erstens 
daher, daB schon wahrend der 3tagigen Normalhungerperiode 
der Hund diesmal 1,14 g N mehr ausgeschieden hat: 
vom 1. bis 3.X. 8,74 g, 
g Ls @ D9 Pee. 


Zweitens, war aber die Stickstoffisteigerung in absoluten 
Zahlen ausgedriickt héher (relativ im Vergleich mit dem 
letzten Tag vor dem Eintritt der N-Steigerung war in beiden 
Fallen die Wirkung ziemlich die gleiche). Was den allgemeinen 
Zustand des Hundes betrifft, so war der giinstige EinfluB der 
Tabletten sehr deutlich: Der Hund ist trotz des -Hungers 
viel lebhafter geworden, er springt ohne fremde Hilfe vom 
Kafig ab, auch das Zittern in den hinteren Beinen ist ver- 
schwunden. 





" e 
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Vil. 
driisenentfernung. Hunger. 
_ ——SS ——-—-—_—— 
ro Kilo- | pro Kilo- 
| 20 
Gesamt-N F mesg | Negative eS. 
des -  t x |N-Bilanz des v. — ‘oh . Bemerkungen 
Kotes | “ ; Harnes Hews gies 
| geschieden | Hungertagen 
i 0 
7 0 = 
_ | 0,237 | _— | ons Kot mit Carmin abgegrenzt 
ie | 0,140 | oes cat Kot, rot gefairbt 
0,144 | 00642 | —153 | — 
0,144 0,149 | — 3,48 ' anes Doppelanalyse. 
0,144 0,164 | —38,78 | — 
0,144 0172 | -394 | 88 
0,144 0,180 |} —411 | 40 
0,144 0,156 ;} —3858 | 22 
| ‘ Kotentl .—— Der H ‘d 
0144 | (0201 | -450 | 55 gin nat etwas uaa Deeks 
| kontrolliert ; die Proben waren 
| simtlich negativ. 





Periode vom 22. bis 30. X. 


Von einer speziellen Vorernihrung wurde diesmal ab- 
gesehen. Das Tier bekam vor dem Versuch eine reichliche 
EiweiBnahrung mit groBen Zulagen von Fett und Zucker. Seit 
dem letzten Hungertag hat der Hund zu Beginn dieser Periode 
um 2 kg zugenommen. Diesmal wurde auch eine Kotanalyse 
ausgefiihrt, da der Hund gerade am letzten Hungertage Kot 
entleerte. Am letzten EBtag wurde die Nahrung mit Carmin 
gefarbt. Der Kot vom ersten Hungertag war gefairbt und 
wurde nicht analysiert. Ebenso wie'am letzten Versuch mit 
den Schilddriisentabletten war auch in diesem Falle der Ver- 
lauf der Stickstoffausscheidung im Harn ein etwas eigentiim- 
licher. Eine sprungweise Steigerung trat erst am letzten Hunger- 
tag deutlich ein, dafiir waren aber die Stickstoffwerte wahrend 
der ganzen Hungerzeit auffallend hoch. Der Hund schied im 
Laufe dieser 8 Tage dauernden Hungerperiode 27,33 g N aus, 
gegen 19,25 g N in den 8 Hungertagen vom 1. bis 8. VIII. 
wo er ebenfalls unter der Wirkung des Thyreoglandols’) sich 
befand. Dieser Unterschied in den N-Ausscheidungen rihrt 


1) N-Analyse des Thyreoglandols (neue Sendung): 5 ccm Thy- 
reoglandol verbrauchten 1,90 com ®/,.-H,SO,. Kontrollanalyse: 1,90 cem 
®/,9°H,SO,; 1 ccm Thyreoglandol enthalt 0,532 mg N. 

















a aha 
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Tabelle 
Hiindin II, 
| | 
Dates K6rper- — z | Thyreo-| N Harn- 
icht | glandol eingefiihrt)} menge 
gewieht | gegeben | & & | 8 
g | ccm | ccm | com 
22. VIII. 1916} Letzter EBtag} 1540  — kein |§ — 655 
23. 1. Hungertag} 15,30 | 500 - | 0,0 455 
24. 2. n 15,17 | 500 “Se ie 400 
25. 8. - 14,95 500 ” 0,0 615 
26. 4. - 14,85 § 500 18 0,008 625 
37. 5. ” 14,60 | 50 18 0,008 570 
28. 6. . 1455 | 525 18 0,008 560 
29. a ‘ 1445 | 500 18 0,008 490 
380. 8. ” 1425 | 500 28 0,012 475 
31. 9, . 1415 | 500 26 0,011 570 
| 
| | 


nicht etwa von der Differenz in den Ausscheidungen in den 
Normaltagen her. Wahrend der ersten 3 Hungertage vom 23. 
bis 25. X. waren im Harn 8,17 g N zu finden, wahrend der 
3 ersten Hungertage vom 1. bis 3. VIII. schied der Hund 
7,67 g N aus. Die Differenz betragt nur 0,5 g N. 

Die prozentische Stickstoffsteigerung, pro Kilo K6rper- 
gewicht berechnet und mit den 4 ersten Normalhungertagen 
verglichen, betrigt im Maximum 55 °/,. 

Beim letzten Versuch mit den Schilddriisentabletten war 
die Stickstoffsteigerung nicht von einer erhéhten Diurese be- 
gleitet. Auch in diesem Versuch blieb letztere aus. Die tag- 
liche Harnmenge zeigt keine groBen Schwankungen. 

Wahrend bei mangelhafter Funktion der Schilddriise und 
bei vollstindigem Fehlen derselben (im Tierexperiment) die 
Zufuhr von Schilddriisensubstanz zu einer Steigerung der Stoff- 
wechselvorgange und zu einer Erhohung der Stickstoffausscheidung 
im Harn fihrt, findet am normalen Menschen oder normalen 
Tier durch Schilddriiseneingabe eine solche Steigerung nicht 
immer statt. Einige Autoren, wie z. B. Ad. Dennig, K. Birger, 
Andersson und Bergmann, fanden am normalen Menschen 
eine Erhéhung der Stickstoffausscheidung, andere dagegen, wie 


IX. 
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normal. Hunger. 











Steigerung 
pro Kilo- 
’ Negative \8ramm Kér- 
- : _j/pEegewichtim 
| gewicht N — am ersicich mit Bemerkungen 
aus- . den 3 ersten 
| geschieden | Hungertagen 


g %o 











0,358 _ 

0,241 — 3,68 
0,240 — 3,65 
0,178 — 2,65 
0,218 — 3,17 Doppelanalyse. 
0,178 — 2,60 
0,138 — 2,01 
0,190 —2,75 
0,174 — 2,48 
0,130 — 1,80 Wahrend der ganzen Zeit kein 
Eiwei8 im Harn. — Sticketoff- 


ausscheidung durch den Harn 
= 24,79 g. 


W. Scholz, P. Richter, Pfeiffer und’Scholz, Zinn u. a, 
haben eine solche Steigerung nicht beobachten kénnen'). Man 
ist dariiber einig, daB normale Menschen und Tiere eine auBer- 
ordentlich verschiedene Empfindlichkeit Schilddriisensubstanzen 
gegeniiber aufweisen. Die Wirkung der Schilddriisensubstanz 
auf das Normaltier haingt in erster Linie von der individuellen 
Beschaffenheit des Tieres ab. Nach W. v. Jauregg*) kommt 
es dabei hauptsachlich auf die Schilddriise an. Bei manchen 
Normaltieren tritt nach Zufuhr von Schilddriisensubstanz eine 
Steigerung der Schilddriisenfunktion ein, bei manchen aber nicht. 

Ich habe das Thyreoglandol auch an einer zweiten nor- 
malen 15,4 kg schweren Hiindin gepriift. Trotz hoher und 
6 Tage lang dauernder Eingaben von Thyreoglandol trat bei 
diesem Tier keine Stickstoffsteigerung ein. Betrachtet man die 
in der Tabelle [X angefiihrten Zahlen iiber die tagliche Gesamt- 
stickstoffausscheidung und iiber die pro Kilo K6érpergewicht 
und Tag ausgeschiedenen Stickstoffmengen, so findet man, daB 
diese im fortschreitendem Sinken begriffen sind. 














") Vgl. Magnus, Handb. d. Pathol. d. Stoffw. von C. v. Noorden. 
2, 1907. 
%) W. v. Jauregg, Lehrb. d. Organother. 1914, 114. 
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Tabelle 
Hiindin II, 
| | 
| 
| Schild- | | 
a Korper- og driisen- | N | Harn 
~— gewicht gegeben | tabletten eingefiihrt; m enge 
| & 0,324 g 
g com | | com 
22. X.1916 | LetzterEBtag| 15,85 | — keine ee 1680 
23. 1. Hungertag} 15,30 | 400 - 0,0 575 
24. 2. - 14,28 | 400 ” 0,0 | 730 
25. 3. n 14,02 | 400 n 00 | 430 
26. 4. ” 13,80 | 400 10 0,10 365 
27. 5. a 13,69 400 10 0,10 | 310 
28. 6. z 13,57 400 10 0,10 | 340 
29. 7. ” 13,40 | 400 keine 0,0 | 425 
30. 8. * 13,05 | 400 ” ; 00 | 3850 





Der Versuch ist insofern héchst wertvoll, als er angibt, 
daB das Thyreoglando!l nicht giftig ist und daB ein toxischer 
Eiwei8zerfall unter dem Einflusse dieser Substanz ausgeschlossen 
ist. Wiirde die Stickstoffausscheidung auf einer Zellgiftwirkung 
beruhen, so miiBte ja diese Hiindin am meisten Stickstoff zur 
Ausscheidung bringen, da sie viel mehr Thyreoglandol als die 
Hiindin I bekam. Inder Tat bewirkten bei Hiindin I 60 ccm 
Thyreoglandol im normalen Zustande (d. h. bei Erhalt der Schild- 
driisen) und 47 ccm nach Thyroidektomie eine miachtige Steige- 
rung des EiweiBstoffwechsels; Hiindin II bekam in vorliegendem 
Versuch 126 ccm Thyreoglandol (rund das 2- bis 3fache), jede 
toxische Wirkung, sowie jede Stickstoffsteigerung blieb aus. 

Dieser Versuch wiirde also entschieden dafiir sprechen, 
daB die von mir untersuchte wasserlésliche Schilddriisensubstanz 
einen spezifischen EinfluB8 auf den Stoffwechsel ausiibt. 
Ubrigens wiirde ich als weiteren Beweis fiir die Ungiftigkeit 
des Thyreoglandols noch anfiihren kénnen, daB Asher und 
seine Mitarbeiter, Richardson und Kakehi, gezeigt haben, 
da8 innerhalb der physiologischen Grenzen dieses Praparat 
keinerlei Wirkung auf das Herz und den Kreislauf auszuiiben 
vermag. Tritt die Stickstoffsteigerung ein, so ist sie 
nicht etwa Folge einer Intoxikation, sondern der Aus- 
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| Steigerung 
| Pro Kilo- | pro Kilo- 
gramm = Ne gative _gramm KG6r- 


| K6rper- iy p: \pergewicht im 
| gewicht N N-Bilanz des Vergleich mit 
| aus- iden 3 ersten 

geschieden | Hungertagen 


g *lo 


0,294 _ 
0,134 — 2,05 
0,208 — 2,96 
0,225 — 3,16 
0,257 — 3,44 
0,242 — 3,21 
0,160 — 2,07 
0,188 — 2,51 
0,143 Der Harn enthielt kein Eiwei8. 
— Die gesamte Stickstoff- 


| ausscheidung durch den Harn 
betragt 21,56 g. 


Bemerkungen 




















druck eines in charakteristischer Weise erhéhten Stoff- 
umsatzes. In dieser Auffassung werde ich unterstiitzt durch 
den Ausfall meines letzten Versuches an Hiindin II. Zur Kon- 
trolle habe ich die Hiindin in einer weiteren 8 tagigen Hunger- 
periode mit vollwertigen Schilddriisentabletten von Burroughs 
Wellcome gefiittert. Auch in diesem Fall blieb jeder EinfluB 
auf den EiweiBstoffwechsel aus. Wie in jedem normalen Hunger- 
versuch nehmen die Stickstoffwerte im Harne allmahlich ab, 
und am achten Hungertag scheidet das Tier nur 1,86 g N aus. 
Nicht nur wahrend der Fiitterungsperiode, sondern auch nach 
Aussetzen der Tablettenzufuhr (Nachwirkung) laBt sich keine 
N-Steigerung nachweisen. 

Diese Hiindin gehért somit zu jener nicht seltenen Gruppe 
von Tieren, die in normalem Zustande (d. h. beim Vorhanden- 
sein von Schilddriise) auf die Zufuhr von Schilddriisensubstanz 
nicht mit einer Erhéhung des EiweiBzerfalls reagieren. Es 
diirfte sich im allgemeinen bei Versuchen an normalen Tieren 
immer empfehlen, zuerst festzustellen, ob beim betreffenden 
Tier die Darreichung von Schilddriise oder einer bereits be- 
kannten vollwertigen Schilddriisensubstanz eine Veranderung 
des EiweiBstoffwechsels hervorruft. 


Die Schilddriise gehért zu den jodreichsten Organen des tie- 
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rischen Organismus (Baumann). Sie vermag auch kiinstlich zu- 
gefiihrtes, sowohl organisch wie anorganisch gebundenes Jod auf- 
zunehmen. Diese Beziehungen zwischen dem Jod und der Schild- 
driise erregen ein sehr hohes Interesse und dienen als Ausgangs- 
punkt fiir die Aufstellung verschiedener Hypothesen iiber die Be- 
deutung dieses Elementes fiir die Schilddriisenfunktion. In der 
Entgiftungstheorie von Blum wurde dem Jod die wichtigste 
Stellung eingeriumt. Nach Blum sollte die Schilddriise befihigt 
sein, die im Stoffwechsel sich bildenden giftigen EiweiBkérper zu 
entgiften. Dieser Entgiftungsvorgang soll durch Jodieren erfol- 
gen. Zahlreiche andere Autoren (Baumann, Roos, Kocher, 
Hutchinson, Oswald u. a.) haben, von verschiedenen Gesichts- 
punkten ausgehend, dem Jod eine fiihrende Rolle zugeschrieben 
und oft den Jodgehalt und die Wirkung der Schilddriisensub- 
stanz in Parallele gesetzt. Biirgi’) betrachtet das Jod einfach 
als einen Aktivator des bis dahin unbekannten wirksamen Schild- 
driisenkérpers. Das aktive Prinzip der Schilddriise soll dabei 
aber jodfrei sein. Auf Grund der Erfahrungen mit der bekannten 
Acetonitrilreaktion kommen Reid Hunt und Seidell*) zum 
SchluB, daB die physiologische Tatigkeit der Schilddriise von 
ihrem Jodgehalt abhangig ist, und zwar in dem Sinne, daB 
eine jodreichere Schilddriise wirksamer ist als eine jodarme. 

Andererseits fehlt es aber auch nicht an Meinungen und 
Tatsachen, die das Jod nicht so bedeutungsvoll erscheinen lassen. 
Es gibt ja Tiere und auch Menschen, deren Schilddriisen gar 
kein Jod oder nur ganz minimale Mengen davon enthalten. 
Dennoch scheinen solche jodarme Schilddriisen die physiologischen 
Funktionen ebenso zu erfiillen wie die jodreichen. Jolin®) 
fand den Jodgehalt der menschlichen Schilddriise sehr inkonstant, 
irgendwelche Beziehungen zwischen dem Jodgehalt und dem 
Gesundheitszustande konnte er nicht auffinden. Ohne niaher 
auf weitere Auffassungen iiber diesen Gegenstand einzugehen, 
méchte ich meine experimentellen Befunde in ihrer Beziehung 
zum Jod betrachten. 

Die von mir in den Einzelversuchen verfiitterten Jodmengen 


1) Burgi, Jahreskurse f. arztl. Fortbildung, 1914 (Lehmanns Verl. 
Miinchen). 

*) Reid Hunt und Seidell, Bull. Nr. 47, 1909. 

*) Jolin, Festschr. f. O. Hammarsten, Upsala 1906. 
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habe ich in folgender Tabelle zusammengestellt. In der letzten 
Kolonne dieser Tabelle sind die im Maximum gefundenen pro- 
zentischen Stickstoffsteigerungen enthalten. 


Tabelle XI. 





~ Tabletten 


Jod 
eingefiihrt 


Thyreoglandol | 
Die héchste ge- | 
fundene Stick- 

stofisteigerung | 


Schilddriisen 
substanz 


° 
ic) 
B 
nm 
° 
° 











Hiindin I vor der Schilddriisen- 
operation (Tabelle IV) ty 
Hiindin I vor der Schilddriisen- 
operation (Tabelle V) . .. . 90 
Hiindin I nach der Schilddriisen- 
entfernung (Tabelle VI) . . . 84 | — | 0,00109 
Hiindin I nach der Schilddriisen- 
entfernung (Tabelle VII). . . — | 19,44] 0,00972 
Hiindin I nach der Schilddriisen- 
entfernung (Tabelle VIII) . . 80 0,00104 55 
Hiindin II, normal (Tabelle IX) | 126 0,00164 0 
Hiindin II, normal (Tabelle X) — | 9,72} 0,00486 0 


w 
2 
—~ 
o 


0,01620 


| 


0,00117 














Das verwendete Praparat Thyreoglandol ist jodarm. Es 
enthalt 0,0013°/, Jod. Ich habe 10ccm Thyreoglandol mit 
konzentrierter Kalilauge in der Nickelschale unter Zusatz von 
Kaliumnitrat verascht. Die farblose Schmelze habe ich in heiBem 
Wasser gelést, mit Schwefelsiure angesauert, mit Natriumnitrit ver- 
setzt und die Fliissigkeit mit 10 ccm Chloroform ausgeschiittelt. 
Das Chloroform nahm eine kaum wahrnehmbare Rosafairbung 
an. Das Jod scheint im Thyreoglandol organisch gebunden zu 
sein. Beim Ausschiitteln von 15 ccm Thyreoglandol mit 10 ccm 
Chloroform unter Zusatz von verdiinnter Schwefelsiure und 
Natriumnitrit konnte keine Rosafirbung des Chloroforms fest- 
gestellt werden. 

Die Tabletten von Burroughs Wellcome & Co. enthalten 
0,05°/, Jod in organischer Bindung, der Jodgehalt des Jod- 
thyreoglobulins schwankt zwischen 0,3 bis 0,6°/,. Das Thyreo- 
glandol enthalt somit rund 40 mal weniger Jod, als die Tabloid 
Thyroid Gland von Burroughs Wellcome (0,0013°/, gegen 0,05 °/,). 

Wiirde nun das Jod den ausschlaggebenden Faktor der 


wirksamen Schilddriisensubstanz darstellen, so miiBte ich vom 
20* 
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Thyreoglandol 40 mal mehr geben als von den Schilddriisen- 
tabletten, um ungefahr den gleichen Erfolg zu erzielen. Die 
Ergebnisse meiner Versuche sprechen aber entschieden gegen 
eine solche Auffassung. In der Tat habe ich im Versuch vom 
4, bis 10. VI. an Hiindin I vor der Schilddriisenseparation 
(Tabelle IV) mit den verfiitterten Tabletten 32,4 g getrockneter 
Schilddriisensubstanz zugefiihrt. In diesen 32,4 g waren 0,0162 g 
Jod enthalten. Die prozentische Stickstoffsteigerung betrug 124. 

Darauf folgte ein Versuch (Tabelle V) mit Thyreoglandol. 
Es wurden 90 com des Praparates eingegeben. Diese 90 ccm 
entsprechen 90 g frischer Schilddriicensubstanz und enthalten 
0,00117 g Jod, also 14mal weniger Jod, als die im friiheren 
Versuch gebrauchten Tabloid Thyroid Glands. Betrachten wir 
die in diesem Falle erzielte prozentische Stickstoffsteigerung, so 
finden wir, daB sie 128 ausmacht, also genau auf der gleichen 
Hohe ist, wie im Versuch mit den Tabletten. [Die Quan- 
titéten der verabreichten Schilddriisensubstanz lassen sich leider 
nicht vergleichen, da ich in einem Fallé getrocknete Schilddriisen- 
substanz (Tabloid), im anderen Falle aber ein Extrakt, der auf 
die frische, also sehr wasserreiche Driise eingestellt ist, eingab.] 

Ahnlich liegen die Verhaltnisse auch bei den anderen 
Versuchsserien. Nach der Schilddriisenexstirpation erhielt ich 
mit 80 und 84 ccm Thyreoglandol eine Stickstoffsteigerung von 
73 und 55°/, (Tabellen VI und VIII). Die dabei eingegebenen 
Jodmengen waren in einem Fall 0,00109 g (Tabelle VI), im 
anderen Falle — 0,00104 g (Tabelle VIII). 

Im Kontrollversuch (Tabelle VII) erhielt die Hiindin I mit 
den Burroughs Wellcome Tabletten 0,00972 g Jod, also 9 mal 
mehr als in den beiden Versuchen mit Thyreoglandol. Die 
hier im Maximum erzielte prozentische Stickstoffsteigerung war 
137, sie fiel aber am nachsten Tag auf Null hinunter und war 
am 3. Tag gleich 53. Nehmen wir aber die Zahl 137 an und 
achten wir nur auf die Jodmengen, so ergibt sich ebenfalls, 
daB mit der 9fachen Menge Jod nur eine 2?/,- bis 1'/,mal so 
groBe Stickstoffsteigerung erhalten wurde. 

Auch hier 148t sich von irgendeinem sichtbaren Zusammen- 
hange zwischen der Jodmenge und dem Erfolg im Stoffwechsel- 
versuche kaum sprechen. 

Damit soll aber nicht gesagt sein die im Thyreoglandol 
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enthaltenen geringen Jodmengen seien physiologisch ohne jede 
Bedeutung. Es ist gewiB bezeichnend, da8 auch dieser eiweiB- 
freie Schilddriisenauszug, dem ja die als Triger des Jods be- 
zeichneten Stoffe, das Thyreoglobulin und das Jodothyrin, voll- 
kommen fehlten, jodhaltig ist. Es wire von sehr hohem wissen- 
schaftlichen Interesse, zu versuchen, einen eiweiB- und zugleich 
auch einen vollkommen jodfreien Auszug aus der Schilddriise 
zu gewinnen und diesen dann auf seine Stoffwechselwirkung 
zu priifen. 

Erst dann hatten wir sichere experimentelle Belege, um 
zu der einen oder anderen Anschauung iiber die Jodfunktion 
Stellung nehmen zu kénnen. Bis dahin muB die Jodfrage als 
nicht aufgeklart betrachtet werden. Was speziell meine Stoff- 
wechselversuche anbetrifft, so méchte ich nur hervorheben, daB 
in diesen die verfiitterte Jodquantitat eine untergeordnete 
Rolle spielt. In der Tat habe ich im Vergleich mit Thyreo- 
glandol (Tabelle V) dieselbe Stoffwechselsteigerung erhalten, wie 
beim Versuch mit den Schilddriisentabletten (Tabelle IV), 
trotzdem mit dem Thyreoglandol nur */,, der in den 
Tabletten enthaltenen Jodmenge eingegeben wurde. 
Auch die weiteren Versuche fielen in der gleichen Richtung 
aus. Therapeutisch wire die Méglichkeit der Verwendung jod- 
freier oder wenigstens jodarmer Schilddriisenpraparate von Be- 
deutung. 


Zusammenfassung. 


1. Wasserlésliche, nichteiweiBartige und jodarme Schild- 
driisenstoffe (Thyreoglandol- Roche) erhéhten den Grundumsatz, 
d. h. die Stickstoffausscheidung normaler hungernder Hunde, 
bei einzelnen Individuen sehr bedeutend, bei anderen Indivi- 
duen dagegen gar nicht. Kontrollversuche mit den iblichen 
vollwertigen Schilddriisenpraparaten ergaben das gleiche. 

2. Am Hunde mit vollstaindiger Exstirpation der Schild- 
driise, dem zur Verhiitung der Tetanie zwei Nebenschilddriisen 
erhalten worden waren, steigerten die eiweiBfreien Schilddriisen- 
stoffe in allen Fallen die Stickstoffausscheidung im Hunger- 
zustande. 

3. Da der untersuchte Schilddriisenauszug eiweiBfrei und 
im Vergleich zu wirksamen Schilddriisentabletten, zu Jodothyrip 
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und Jodthyreoglubin auBerst jodarm ist, ergibt sich aus obigen 
Resultaten, daB die bisher als am meisten charakteristisch und 
als am konstantesten angesehene physiologische Leistung der 
Schilddriise nicht an einen EiweiBkérper gekniipft ist und un- 
abhingig von der Hohe des Jodgehaltes der genannten jod- 
reicheren Ko6rper ist. 

4. Die erzielten Stickstoffsteigerungen bei Anwendung der 
eiweiBfreien Schilddriisenstoffe beruhen nicht auf einer toxischen 
Wirkung, sondern stellen eine spezifische Erhéhung des EiweiB- 
abbaues dar. Dies geht sowohl aus dem Fehlen irgendwelcher 
Vergiftungssymptome, aus der durch friihere Arbeiten nach- 
gewiesenen Wirkungslosigkeit auf Herz und Kreislauf, als auch 
aus der Unwirksamkeit des Thyreoglandols an einzelnen nor- 
malen Hunden hervor. 

5. Die mitgeteilten Versuche liefern neben den Wachstums- 
versuchen von E. Abderhalden, R. H. Kahn eine neue Grund- 
lage fiir die Auffassung, da auch das innere Sekret der Schild- 
driise ein relativ einfach gebautes Hormon sei, und daB dem Jod 
eine weniger praponderierende Bedeutung zukommt, als man bis- 
her annahm. 

Fiir die Therapie ware Jodarmut wirksamer Priparate 


besonders giinstig. 














Untersuchungen iiber den Ammoniakgehalt des Blutes. 


II. Mitteilung. 
Von 
V. Henriques und E. Christiansen. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen. 


(Hingegangen am 28. Dezember 1916.) 


In einem friiheren Aufsatz*) beschrieben wir eine Methode 
zur Bestimmung des Ammoniakgehaltes des Blutes. Unser 
Verfahren bestand darin, daB wir zu 20 ccm des in Oxalat 
entleerten Blutes kurz nach der Entleerung 80 ccm Athylalkohol 
setzten; danach wurde Natriumcarbonat hinzugesetzt, und das 
befreite Ammoniak wurde durch einen kraftigen Luftstrom in 
verdiinnte Schwefelséure hiniibergesaugt. Aus den mitgeteilten 
Resultaten ging hervor, daB die benutzte Methode gut iiber- 
einstimmende Werte ergab. Zur ferneren Priifung der von uns 
angewandten Methode haben wir unter schwankenden Verhalt- 
nissen verschiedene Bestimmungen ausgefiihrt, von denen wir 
im folgenden eine Darstellung geben werden. 


ia 
Methodisches. 


Wie friiher erwahnt, dauerte die Durchliiftung des Blutes 
zur Austreibung des Ammoniaks im ganzen 3 Stunden. Wir 
haben versucht, ob eine fortgesetzte Durchliiftung gesteigerte 
Werte ergab; daB dieses nicht der Fall ist, wird aus folgenden 
Versuchen hervorgehen. 


1) Diese Zeitschr. Bd. 78. 
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Versuch 1. Kaninchenblut. 





Durehliiftungs-| NH,N in 








dauer | 100 cem Blut 
Stunden mg 
ot ae 
4 0,50 
5 | 0,42 
6 | 0,48 


Versuch 2. In diesem Versuch wurde ein etwas lang- 
samerer Luftstrom angewandt als in Versuch 1. 








Durchliiftungs-| NH,N in 





dauer 100 cem Blut 
Stunden mg 
3 0,43 
4 0,51 
5 0,47 





DaB die Zahlen von NH,N im Blute hier etwas héher 
sind, als es sonst der Fall zu sein pflegt, beruht wahrscheinlich 
darauf, daB die Blutentnahme fortgesetzt wurde, bis nicht mehr 
Blut aus der Kaniile herauskam. Es findet unter solchen Ver- 
haltnissen eine starke Resorption von Filiissigkeit, auch vom 
Darmkanal aus, statt, wobei die Ammoniakmenge des Blutes 
méglicherweise zunehmen kann, Die gefundenen Werte zeigen 
deutlich genug, daB das Austreiben des Ammoniaks nach 
8 Stunden vollfiihrt ist; friihere Versuche haben uns davon 
iiberzeugt, daB eine kiirzere Zeit als 3 Stunden hinlanglich sein 
kann; um aber sicher zu gehen, arbeiteten wir mit 3 Stunden. 
Die gefundenen Werte weichen etwas mehr voneinander ab, 
als es der Fall zu sein pflegt. Der Grund hiervon kann mog- 
licherweise der sein, dab die Blutkérperchen in dem angewandten 
Blute geneigt waren, sehr schnell zu Boden zu sinken. Es kann 
daher nicht genug hervorgehoben werden, daB eine gute Uber- 
einstimmung nur erreicht werden kann, wenn man dafiir sorgt, 
da8 das Blut vor der Probeentnahme gut gemischt ist. Wie 
wir spiter besprechen werden, ist der Ammoniakgehalt nicht 
derselbe im Plasma wie in den Blutkérperchen. 

Um zu untersuchen, welche Rolle die Temperatur bei der 
Ammoniakbestimmung im Blute spielt, brachten wir den Blut 
-+ Alkohol -+- Na,CO, enthaltenden Kolben in Wasser variieren- 








ee eaaanaa tae same 
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der Temperatur an. Als Beispiel solcher Versuche soll hier 
folgender angefiihrt werden. 

Versuch 3. Kaninchenblut. Eine 3stiindige Durchliif- 
tung ergab bei 0° 0,23 mg und bei 16° 0,22 mg NH,N pro 
100 ccm Blut. 

Versuch 4. Dasselbe Blut. Eine 6stiindige Durchliif- 
tung ergab bei 0° 0,26 mg und bei 16° 0,30 mg NH,N pro 
100 ccm Blut. 

Versuch 5. Kaninchenblut und 3 stiindige Durchliftung. 
Resultat: 





| NH,N in 
Temperatur | 100 pea Blut 
°C | mg 








“Te 2 
16 | 0,82 
30 | 0,54 
40 0,72 
60 221 


Aus diesem Versuch geht hervor, dal die Ammoniakmenge 
schon bei 30° bedeutend héher ist als bei 0° und 16° Bei 
40° und namentlich bei 60° ist die Zunahme sehr bedeutend. 
Es unterliegt somit kaum einem Zweifel, daB eine Durchliiftung 
oder Vakuumdestillation bei 45° Werte ergibt, die bedeutend 
iiber der tatsachlich vorhandenen Ammoniakmenge liegen. 

Wir untersuchten sodann, ob das Versuchsresultat von dem 
zum Austreiben des Ammoniaks benutzten Stoff abhangig ist, 
indem wir die Wirkung von Natriumcarbonat und Kalkhydroxyd 
verglichen, teils bei gewohnlicher Zimmertemperatur, teils bei 
45°. Als Beispiel davon fiihren wir folgende Versuche an: 

Versuch 6. Ziegenblut. Bei ca. 16° fanden sich mit 
Na,CO, 0,31 mg NH,N und mit Kalkwasser 0,24 mg NH,N 
pro 100 ccm Blut, welche Resultate also iibereinstimmen. Fand 
dagegen die Durchliiftung bei 45° statt, so waren mit Na,CO, 
2,12 mg NH,N und mit Kalkwasser nur 0,54 mg NH,N vor- 
handen. 

Versuch 7. Ziegenblut. Bei 16° fanden wir mit Na,CO, 
0,26 mg, mit Kalkwasser 0,28 mg. Bei 45° dagegen ergab 
Na,CO, 1,81 mg, Kalkwasser dagegen nur 0,53 mg. Eine gleich- 
zeitig nach Bang’) ausgefiihrte Analyse ergab 1,14 mg, welche 
~ 1) Diese Zeitschr. Bd. 72. 
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Zahl jedoch nur als Minimalwert betrachtet werden kann, da 
etwas von der Analyse verloren ging. 

Wir stellten sodann einige Versuche an, bei denen das 
Ammoniak teils mit Kalkwasser, teils mit Magnesia ausgetrieben 
wurde. Die Versuche wurden ausgefiihrt sowohl bei 16° als bei 
45°. Das Resultat ist aus den folgenden Versuchen efsichtlich. 

Versuch 8. Kaninchenblut. Bei 16° fanden wir mit 
Kalkwasser 0,54 mg, mit Magnesia 0,57 mg NH,N pro 100 ccm 
Blut, bei 45° mit Kalkwasser 0,87 mg, mit Magnesia 0,69 mg. 

Versuch 9. Kaninchenblut. Bei 16° fanden wir mit 
Kalkwasser 0,41 mg, mit Magnesia 0,45 mg NH,N; bei 45° 
mit Kalkwasser 0,71, mit Magnesia 0,58 mg pro 100 ccm Blut. 

Aus den Versuchen geht also hervor, daB es bei gewéhn- 
licher Zimmertemperatur gleichgiiltig ist, ob man Natrium- 
carbonat, Kalkwasser oder Magnesia zum Austreiben des Am- 
moniaks im Blute benutzt; bei 45° aber wird das Resultat bei 
der Anwendung von Na,CO, ein weit hdheres sein als bei An- 
wendung von Kalkwasser. Bei 45° ergibt ferner Magnesia 
etwas niedrigere Werte als Kalkwasser. Will man sich daher 
gegen eine Hervorrufung einer Abspaltung von Ammoniak von 
leicht spaltbaren, stickstoffreichen Stoffen im Blute versichern, 
so hat man die Durchliiftung bei Zimmertemperatur um hdéch- 
stens 16° auszufiihren; es ist dann gleichgiiltig, ob man Natrium- 
carbonat, Kalkwasser oder Magnesia benutzt, wohl zu merken, 
wenn man gleichzeitig den von uns angewandten, reichlichen 
Zusatz von Athylalkohol zum Blute benutzt. Um dariiber 
Klarheit zu gewinnen, wo die gesteigerte Ammoniakmenge her- 
stammt, unternahmen wir bei 45° Durchliiftung von Lésungen 
von Harnstoff, Aminoséuremischungen und Kreatin nach Zusatz 
von Natriumcarbonat. 

Versuch 10. 50 mg Harnstoff werden in 20 com Wasser 
gelést; es werden 80 ccm Alkohol -+- Na,CO, hinzugesetzt, 
worauf méglicherweise vorhandenes Ammoniak durch ca. 1+/,- 
stiindiges Durchliiften entfernt wird; dann wird der Kolben 
bei 45° im Wasserbad angebracht, und die gewdhnliche Durch- 
liiftung findet statt. In zwei solchen Proben fanden wir 0,068 
und 0,040 mg NH,N. 

Versuch 11. Von einer Lésung von Trypsin-Erepsin-ver- 
dautem Ziegenfleisch (5,25 g N pro Liter enthaltend) werden 
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10 ccm genommen, die in derselben Weise, wie oben bei den 
Harnstoffldsungen angegeben, behandelt werden. Vorhandenes 
Ammoniak wird erst durch eine langere Durchliiftuug entfernt, 
worauf der Kolben bei 45° im Wasserbad angebracht wird. 
Nach 3stiindiger Durchliiftung fanden wir in der Vorlage 
0,21 mg NH,N. 

Versuch 12. Ca. 0,05 g Kreatin wird in derselben 
Weise behandelt wie im vorhergehenden Versuch beschrieben. 
Nach 3 stiindiger Durchliiftung fand sich nur eine geringe Spur 
von Ammoniak. 

Aus den angefiihrten Versuchen geht hervor, daB die ver- 
mehrte Ammoniakmenge, die man bei einer Durchliiftung von 
Blut bei 45° erhialt, teilweise von dem im Blute vorhandenen 
Harnstoff oder von den Aminosiuren des Blutes stammen kann. 


II. 


Uber die Verteilung des Ammoniaks zwischen Plasma und 
Blutkérperchen. 


Um diese Frage zu untersuchen, zentrifugierten wir Oxalat- 
blut und untersuchten sodann den Ammoniakgehalt teils des 
Plasmas und teils der hinabzentrifugierten Blutkérperchen. Die 
in der Weise gefundenen Werte zeigen deutlich, daB wahrend 
des Zentrifugierens sich etwas Ammoniak bildet, was auch zu 
erwarten war, da man bei Stehenlassen von Blut nach ver- 
haltnismaBig kurzer Zeit immer eine vermehrte Ammoniakmenge 
findet. Da indessen das Plasma und die Blutkérperchen gleich 
lange nach der Entleerung stehen bleiben, 14Bt sich die an- 
gefiihrte Methode doch zur Untersuchung der erwahnten Frage 
benutzen. 

Versuch 13. Kaninchenblut (+ Oxalat) wurde in Zentri- 
fugenglasern angebracht, 40 ccm in jedem. Nach ca. 45 Minuten 
Zentrifugieren fanden sich ca. 30 com Plasma und 10 ccm 
»Blutkérperchen“. Das Plasma wird, insofern dies méglich ist, 
von den Blutkérperchen entfernt. Es fanden sich in 20 ccm 
Plasma 0,10 mg NH,N, wahrend 10 ccm Blutk6rperchen 0,103 mg 
NH,N enthielten. Diese Bestimmungen fanden bei gewohn- 
licher Zimmertemperatur statt. Eine Probe von_,,Blutkérper- 
chen“ von 10 ccm ergab bei Durchsaugen bei 45° 0,280 mg N. 

Versuch 14. Kaninchenblut. Der Ammoniakgehalt des 
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Blutes, bei gewohnlicher Zimmertemperatur direkt nach der 
Blutentnahme bestimmt, war 0,32 mg NH,N in 100 cem Blut. 
Der Rest des Blutes wurde zentrifugiert; von 40 ccm Blut 
waren bei Beendigung des Zentrifugierens 30 ccm Plasma und 
10 ccm Blutkérperchen. Die Ammoniakbestimmung bei ge- 
wohnlicher Temperatur ergab in 20 com Plasma 0,082 mg NH,N, 
wahrend 10 ccm Blutkérperchen 0,161 mg NH,N enthielten. 
Die Blutkérperchen -+- Plasma in einem der angewandten Zen- 
trifugenglaser wurden nach dem Zentrifugieren wieder zu- 
sammengeschiittelt, und eine Probe des Blutes ergab dann in 
20 cem 0,149 mg NH,N. Bei 45° fanden sich folgende Am- 
moniakmengen: In 20 ccm Plasma 0,215 mg; in 10 ccm Blut- 
kérperchen 0,200 mg NH,N, wahrend 15 ccm zusammenge- 
schiittelte Blutkérperchen +- Plasma 0,223 mg ergaben. 

Versuch 15. Kaninchenblut. Der Ammoniakgehalt sofort 
nach der Blutentnahme war in 20 ccm 0,078 mg NH,N (0,39 mg 
NH,N pro 100 ccm Blut). Nach dem Zentrifugieren hatten 
die Blutkérperchen einen Raumgehalt von 13 ccm, das Plasma 
einen solchen von 27 ccm. Die Temperatur des Plasmas nach 
dem Zentrifugieren war 22°. Einem der Zentrifugenglaser 
wurden 20 ccm Plasma entnommen; sie enthielten 0,102 mg 
NH,N. Die Blutkérperchen aus demselben Glas (13 ccm) ent- 
hielten 0,133 mg NH,N. Der Inhalt eines anderen Zentrifugen- 
glases ergab: In 20 com Plasma 0,116 mg, in 13 ccm Blut- 
kérperchen 0,178 mg NH,N. Der Inhalt eines dritten Glases 
wurde tiichtig geschiittelt; das in der Weise vermischte Plasma 
-+- Blutkérperchen enthielt in 20 cem 0,142 mg NH,N. 

Das Resultat der hier angefiihrten Versuche wird aus 
untenstehender Ubersichtstabelle hervorgehen. 


Der Ammoniakgehalt in Milligramm in Blut, Plasma 
und Blutkérperchen, berechnet fiir je 40 ccm. 


Durchliftung bei 16°: 




















eee | 
Versuch Blut | Plasma _ Blutkérperchen | wach 
13 ee See 0,412 i 
14 0128 {| 0,164 | 0,644 0,298 
15 0,156 a) 0,204 a) 0,409 0,284 
| b) 0,232 |  »b) 0,548 
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Durchliftung bei 45°: 

















_ : : ——— 
Versuch Blut | Plasma — Blutkorperchen!| ,) — ~ out. 
13 — ? 0,920 —_ 
14 _ 0,430 0,800 0,596 
15 sais en ~ ei 





Aus den angefiihrten Zahlen geht, wie bereits erwahnt, 
hervor, daB die Ammoniakmenge des Blutes wahrend des Zen- 
trifugierens bedeutend zunimmt. So fanden wir in Versuch 14 
in 40 ccm Blut sofort nach der Entnahme 0,128 mg NH,N, 
wahrend wir nach dem Zentrifugieren bei Vermischung des 
ausgeschiedenen Plasmas mit Blutkérperchen 0,298 mg, also 
doppelt soviel fanden. Eine Zunahme 4hnlicher Art findet sich 
in Versuch 15, und hier sieht man ferner, daB die Zunahme 
nicht dieselbe ist in zwei verschiedenen Zentrifugenglasern (a 
und b). Wahrend des Zentrifugierens nimmt also die Ammoniak- 
menge zu, und diese Zunahme findet statt sowohl im Plasma 
als in den Blutkérperchen. 

Aus der Tabelle geht ferner mit groBer Deutlichkeit her- 
vor, da8B die Blutkérperchen weit mehr Ammoniak enthielten 
pro Volumeneinheit berechnet als Plasma. In Versuch 14 finden 
wir in 40 ccm Blutk6rperchen 0,644 mg NH,N, wahrend 40 ccm 
Plasma nur ca. */, soviel, namlich 0,164 mg enthielten. Auch 
bei Versuch 15 ist die Ammoniakmenge (sowohl in a als in b) 
bedeutend hoéher in den Blutkérperchen als im Plasma. Ferner 
zeigen die Zahlen der Tabelle, daB die Werte des Ammoniak- 
gehalts sehr bedeutend zunehmen, wenn die Durchliiftung bei 
45° statt bei 16° stattfindet. 


iL 
Von der Ammoniakmenge im Blute verschiedener Gefas- 
gebiete. 
Besonders von russischen Forschern liegen eine groBe 
Menge Untersuchungen vor iiber die Ammoniakmenge im Blute 
aus der Arteria cruralis und Vena portae') Das Resultat 





*) Nencki, Pawlow und Zaleski, Arch. f. experim. Pathol. u. 
Pharmakol. 37. — Nencki und Pawlow, ebenda 38. — Salaskin, 
Zeitechr. f. physiol. Chem. 25. — Salaskin und Zaleski, ebenda 29 
und 35. 
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dieser Untersuchungen war in der Hauptsache, daf das Pfort- 
aderblut 3- bis 5mal mehr Ammoniak enthielt als das Arterien- 
blut. Ungefahr gleichzeitig mit einer Arbeit von Horodynski, 
Salaskin und Zaleski verdffentlichten Biedl und Witten- 
berg eine Untersuchungsreihe'). Diese Forscher benutzten in 
einigen ihrer Versuche dieselbe Methodik wie die russischen 
Physiologen, fanden aber doch einen bedeutend geringeren 
Unterschied zwischen Arterienblut und Pfortaderblut, als z. B. 
Nencki, Pawlow und Zaleski gefunden hatten. Eine von 
den Ursachen der verhaltnismaBig hohen Werte der Ammoniak- 
menge ist sicherlich in der benutzten Methodik zu suchen. 
Nach Nencki und Zaleskis Methode*) wurde das Ammoniak 
bei einer Temperatur von ca. 35° im Vakuum abdestilliert. 
Es wurden zur Bestimmung ca. 100 ccm Blut benutzt, das mit 
Wasser verdiinnt wurde, und die Destillation dauerte 5 
bis 6 Stunden. Da es sich nun gezeigt hat, da sich im 
Blute beim Stehenlassen bei 35° nicht unbedeutende Mengen 
Ammoniak bilden, mu8B man annehmen, daB sich wahrend der 
langwierigen Destillation Ammoniak gebildet hatte. Wir sind 
daher geneigt, anzunehmen, daB die hohen Werte des Ammo- 
niakgehalts im Blute, die oft bei der Destillation von Blut im 
Vakuum gefunden worden sind, von dem Umstand herriihren, 
daB fortwahrend kleine Mengen Ammoniak abgespalten werden. 
Diese Abspaltung kann indessen, wie wir in einer friiheren 
Mitteilung erwaihnt haben, durch Zusatz einer gréBeren Menge 
von Alkohol zum Blute verhindert werden. 

Im Jahre 1912 teilten Folin und Denis*) eine Reihe 
Versuche an Katzen mit, an denen sie den Ammoniakgehalt 
des Blutes aus verschiedenen GefaéBgebieten bestimmt hatten, 
hauptsichlich aus dem Arteriensystem und dem Pfortadersystem. 
Das Resultat dieser Versuche ist in untenstehender Ubersicht 
veranschaulicht. 

Bevor wir Folin und Denis’ Resultate naher besprechen, 
werden wir erst die von uns ausgefiihrten Versuche anfihren. 

Versuch 16. Kaninchen in voller Verdauung. Ather- 
narkose. Es wird in die Arteria carotis eine Glaskaniile ein- 


~ 4) Arch. f. d. ges. Physiol. 88, 1901. 
*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 33, 1901. 
%) Journ. of Biolog. Chem. 11, 161. 
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gefiihrt. Das Peritoneum wird gedffnet und die Vena portae 
frei herausprapariert. Eine Stichkaniile wird in die V. portae 
hineingefiihrt, und von dort wird gleichzeitig mit der Blut- 
probeentnahme aus der Carotis Blut in eine Pipette hinauf- 
gesogen. Der Ammoniakgehalt des Blutes wird in der friiher 
erwahnten Weise bestimmt. Das Carotisblut enthielt 0,22 mg, 
das Pfortaderblut 0,57 mg NH,N pro 100 cem Blut. 


Tabelle I. 





MgNH,N in 100 ccm Blut aus 








Sc 2 a 
algal 3|4/ 3 
383 
Se gs & $ £ | 2 
@S3\/ Om, 0 © S = 
$y se %| = - 2 Anmerkungen 
a: Asi di a| *16 
p=) GQ oe r= 
wa |? 1-1 3 
> > - 
mg mg mg mg mg mg 
Katze 33. .| 0,44 0,05 Spur. — | — | — | Fleischnahrung 2 Tage hin- 
| durch; 17 stiindige Inanition. 
» 84. .10,24/'0,18'0,13| — | — | — ]| 12Tage Diat von Dextrose und 
| Rahm. 
» 35. .11,60/0,77 0,10) — | — | — ]| In _betaubtem Zustand. Dem 


Ventrikel war zuvor Fleisch- 
| | | nahrung eingegeben. 
» 86. .|0,44 0,41 0,22 0,05 | 0,26 0,03] Ventrikel leer. 
» 87. .|0,58 0,31, — |Spur, — 0,07] Fleischnahrung 4 Tage _hin- 
4 | durch; 24stiindige Inanition 
} vor dem Versuche. 
s 14. .1-— — |400; — — 0,40] Dem unterbundenen Diinndarm 
wurde ein pankreasverdautes 
| Gemisch eingegeben. 
»n 88. .|0,53 | 0,28:0,32; — — 0,03] Dem unterbundenen Diinndarm 
| wurden 4 g Glykokoll in 
| 50 com H,O injiziert. 
» 89. .1 — 0,388 035; — | — | 0,08] 5@ Asparagin wurden injiziert 
in 50 cem H,0. 








Versuch 17. Kaninchen in voller Verdauung. Urethan- 
narkose. Im iibrigen dasselbe Verfahren wie bei Versuch 16. 
Das Carotisblut enthielt 0,23 mg, das Pfortaderblut 0,67 mg 
NH,N pro 100 ccm Blut. 

Versuch 18. Ziegenbock in voller Verdauung. Ather- 
narkose. Kaniile in die Carotis. Nach Offnung des Perito- 
neums wird ein Glaskatheter in eine Mesenterialvene eingefiihrt, 
von wo aus der Katheter in den Pfortaderstamm hinaufge- 
schoben wird. Das Carotisblut enthielt 0,31 mg, das Pfortader- 
blut 0,87 mg NH,N pro 100 ccm Blut. 

Die folgenden Versuche wurden an hungernden Tieren 


ausgefiihrt. 
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Versuch 19. Kaninchen. 24stiindige Inanition. Urethan- 
narkose. Verfahren wie oben. Das Carotisblut enthielt 0,24 mg, 
das Pfortaderblut 0,67 mg NH,N pro 100 ccm Blut. 

Versuch 20. Kaninchen. 4tagige Inanition. Urethan. 
Carotisblut 0,38 mg, Pfortaderblut 0,91 mg NH,N pro 100 ccm 
Blut. 

Versuch 21. Kaninchen. 6tiagige Inanition. Ather. 
Carotisblut 0,27 mg, Pfortaderblut 0,63 mg NH,N pro 100 ccm 
Blut. 

Versuch 22. Kaninchen. 8 taégige Inanition. Urethan. 
Carotisblut 0,37 mg, Pfortaderblut 0,58 mg NH,N pro 100 ccm 
Blut. 

Versuch 23. Katze. 2tagige Inanition. Urethannarkose. 
Es wird in die Arteria carotis eine Kaniile eingefiihrt. Nach 
Offnung des Peritoneums wird ein Glaskatheter in die Milzvene 
eingefiihrt. Der Katheter wird bis zum Pfortaderstamm hin- 
aufgeschoben. Carotisblut 0,15 mg, Pfortaderblut 0,57 mg NH,N 
pro 100 ccm Blut. 

Versuch 24. Hund. 19stiindige Inanition. Athernarkose. 
Es wird in die Arteria carotis eine Kaniile eingefiihrt; durch 
die Milzvene wird ein Katheter in den Pfortaderstamm hinauf- 
gefiihrt. Ferner wird eine |-Kaniile in die Vena femoralis 
eingefiihrt, so daB das Blut fortwahrend durch die Kaniile 
strémen kann. Nachdem die Kaniilen angebracht sind, werden 
den 3 genannten GefaBen gleichzeitig Blutproben entnommen. 
Nach ca. 1*/, Stunden werden wieder Blutproben entnommen. 
Das Blut der ersten Probeentnahme enthielt pro 100 ccm Blut: 
Carotis 0,29 mg, V. femoralis 0,28 mg, V. portae 0,28 mg NH,N; 
das Blut der zweiten Probeentnahme: Carotis 0,32 mg, V. femo- 
ralis 0,37 mg, V. portae 0,39 mg NH,N. 

Versuch 25. Hund. 24stiindige Inanition. Es wurde 
in derselben Weise verfahren wie bei dem vorhergehenden 
Versuch. Das Blut der ersten Probeentnahme enthielt pro 
100 com Blut folgende Mengen NH,N: Carotis 0,32 mg, V. fe- 
moralis 0,25 mg, V. portae 0,33 mg. Nach ca. */, Stunden ent- 
nommene Blutproben enthielten: Carotis 0,26 mg, V. portae 
0,25 mg. Bei der Sektion zeigte sich der Diinndarm leer, 
wabrend der Dickdarm ein wenig Faeces enthielt. 

Versuch 26. Hund. 20stiindige Inanition. Morphin- 
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Athernarkose. Verfahren wie im vorhergehenden Versuch. Das 
Blut aus der Carotis enthielt 0,31 mg, Blut aus der V. femo- 
ralis 0,23 mg, und Blut aus der V. portae 0,27 mg NH,N pro 
100 ccm Blut. Es wurden darauf dem Diinndarm 100 ccm 
einer 10,5 g Stickstoff pro Liter enthaltenden Lésung von ver- 
dautem Ziegenfleisch injiziert. Der Ammoniak-Stickstoffgehalt 
war ca. 7°/, des Totalstickstoffs. 

Eine halbe Stunde nach der Injektion wurden wieder Blut- 
proben entnommen, die folgende Mengen von NH,N aufwiesen: 
Carotis 0,25 mg, V. portae 0,60 mg pro 100 ccm Blut. Die 
Sektion ergab leeren Diinndarm wie auch Dickdarm. 

Versuch 27. Hund. Gewicht 17,9 kg. Morphin-Ather- 
narkose. In die Arteria carotis wird eine Kaniile eingefiihrt 
und nach Offnung des Peritoneums eine Kaniile in die Milz- 
vene. Das Carotisblut enthielt 0,22 mg, das Milzvenenblut 
0,23 mg NH,N pro 100 ccm Blut. 

Versuch 28. Katze. Gewicht 4 kg. Urethannarkose. Das 
Tier hatte ca. 20 Stunden gehungert. Operation wie im vor- 
hergehenden Versuch. Das Carotisblut enthielt 0,35 mg, das 
Milzvenenblut 0,32 mg NH,N pro 100 ccm Blut. 

Versuch 29. Hund. Gewicht 8,4 kg. Athernarkose, 
Ca. 15stiindige Inanition. Operation wie oben. Das Carotis- 
blut enthielt 0,29 mg, das Milzvenenblut 0,26 mg NH,N pro 
100 ccm Blut. 30 Minuten spaiter wurden den beiden genannten 
GefaBen wieder Blutproben entnommen und auBerdem der 
V. portae durch eine in die Milzvene bei deren Miindung in 
die V. portae eingefiihrte Kaniile. Blut aus der Carotis ent- 
hielt nun 0,27 mg, das Milzvenenblut 0,32 mg und das Pfort- 
aderblut 0,38 mg NH,N pro 100 ccm Blut. 

Versuch 30. Hund. Gewicht 27 kg. Morphin-Ather- 
narkose. Ca. 15 stiindige Inanition. Operation wie oben. Das 
Carotisblut enthielt 0,36 mg, das Milzvenenblut 0,29 mg und 
das Pfortaderblut 0,35 mg NH,N pro 100 ccm Blut. 

Umstehende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber unsere 
Versuchsresultate. 

Betrachten wir die Zahlen der Ammoniakmenge im Blute 
aus der Arteria carotis, so sehen wir, daf die Werte im groBen 
ganzen zwischen 0,2 und 0,4 liegen. Nur bei einer Katze, 


die 2 Tage gehungert hatte, betrigt die Ammoniakmenge 0,15 mg 
Biochemische Zeitschrift Band +0. 91 
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Tabelle II. 

‘ Blut aus 

Rn. | | 

A oe) cow pi } g | 2 

s Tierart Narkose| © | & E $216 &| Anmerkungen 

= 3 i>a>si>s 

‘ 3 | s| * 3 

> | | 

mg | mg | mg | mg 
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16 | Kaninchen ..]| Ather {0,22} — |0,57| — i wel 
17 » . . | Urethan | 0,23) — | 0,67) — Paid 
18 | Ziegenbock . .| Ather |0,31| — |0,87) — os 
19 | Kaninchen .. - 0,24; — |0,67| — | Inanition: 24 Std. 
20 * . «| Urethan | 0,38; — | 0,91; — * 4 Tage. 
21 . . .| Ather [0,27; — |0,63) — . 6 » 
22 * Urethan | 0,37; — |0,58| — . 8 on 
23 | Katze a 0,15; — 0,57 | _ n 2 » 
24a| Hund. .... Ather | 0,29 | 0,28/0,28) — * 19 Std. 
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25b] Derselbe Hund, 
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26a] Hund. .... Morphin- | 0,31 | 0,23 | 0,27) — n 20 » 
Ather 
See ee er ee “ 0,25, — |0,60| — | Ders. Hund nach 
Injektion von ver- 
dautem Fleisch in 
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27 | Hund..... Morphin-| 0,22; — | — | 0,23 
Ather | 
28 | Katze ... .| Urethan 0,85 | — | — | 0,32] Inanition: 20 Std. 
29aj Hund. .... Ather |0,29; — | — | 0,26 - 15 » 
29b| Derselbe Hund, | 
1/, Std. spiter| — » 0,27} — | 0,38} 0,32 
OO. f- BMama . ok ss Ather- | 0,36) — /| 0,35 | 0,29 . 15 » 
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pro 100 ccm Blut. Die Ammoniakmenge im Blute aus der 
Vena femoralis ist nahezu dieselbe wie in der Arteria carotis. 
In Versuch 24a und b betriigt der Unterschied nur 0,01 mg 
NH,N; in Versuch 25a betrigt der Unterschied 0,07 und in 
Versuch 26a 0,08, welche Unterschiede als innerhalb der Fehler- 
grenze liegend bezeichnet werden kénnen. Anders stellt sich 
das Verhiltnis beim Pfortaderblut. Hier findet sich bei neulich 
gefiitterten Tieren immer eine gréBere Menge Ammoniak als 
im Arterienblut, und dasselbe ist auch der Fall bei Kaninchen 
sogar nach 8tagiger Inanition und bei einer Katze nach 2tagiger 
Inanition. Die Werte des Ammoniakgehalts im Blute aus der 
V. portae liegen in den genannten Fallen zwischen 0,57 und 
0,91 mg NH,N pro 100 ccm Blut; durchschnittlich findet man 
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(Durchschnitte von 8 Versuchen) 0,68 mg. Anders stellt sich 
das Verhaltnis bei Hunden sogar nach kurzer Inanition. Bei 
diesen Tieren ist namlich die Ammoniakmenge im Pfortader- 
blut ganz dieselbe wie im Arterienblut. Bei Injektion einer 
Lésung von verdautem Fleisch in den Diinndarm eines Hundes 
steigert sich die Ammoniakmenge im Pfortaderblut bis auf eine 
solche Hohe, wie man sie bei Tieren in voller Verdauung an- 
trifft, namlich 0,60 mg. Vergleichen wir unsere Zahlen der 
Ammoniakmenge im Blute mit denen von Folin und Denis}), 
so wird man sehen, da diese Untersucher in einigen Fallen 
sehr niedrige Werte finden — ja in einigen Fallen wird die 
Menge nur als ,Spur“ bezeichnet, und die Menge im Blute aus 
der Carotis ist meist sehr gering, z. B. 0,03 mg NH,N pro 
100 ccm Blut. In einem Versuch?) finden sich im Blute aus 
»the mesenteric vein of the small intestine“ nur 0,05 mg N 
pro 100 ccm Blut. Nach Folin und Denis soll das Blut aus 
Milz, Pankreas und Ventrikel, praktisch gesprochen, kein Am- 
moniak enthalten. Wenn wir in einem friiheren Aufsatz aus- 
gesprochen haben, daB Folin und Denis’ Zahlen von derselben 
GréBenordnung sind wie die von uns gefundenen, so gilt dies 
also nicht in allen Fallen. Worauf es beruht, daB Folin und 
Denis in Arterienblut, und namentlich in Blut aus Ventrikel, 
Pankreas und Milz, so niedrige Werte wie 0,03 mg oder Spuren 
finden, ist schwer zu erklaren. Leichter verstandlich ist es, 
daB andere Untersucher, die nach der dlteren Folinschen 
Methode mit Durchliiftung von ca. 25 ccm Blut und Titrierung 
des aufgesammelten Ammoniaks mit NaOH-Lésung arbeiteten, 
Zahlen fanden, welche die von uns gefundenen weit iibertreffen. 
Wenn man die Durchliiftung des Blutes lange fortsetzt, und 
wenn man reichlich Natriumcarbonat zusetzt, kann sich ohne 
Zweifel etwas Ammoniak abspalten, das stets praformiert im 
Blute vorhanden sein wird; daB wir bei unseren Bestimmungen 
der starken Wirkung des Natriumcarbonats entgehen, beruht 
aller Wahrscheinlichkeit nach darauf, daB dieser Stoff bei der 
von uns benutzten Alkoholkonzentration (80 Teile Alkoho] +- 
20 Teile Blut) nur wenig léslich ist. Wenn z. B, Carlson und 


1) Journ. of Biolog. Chem. 11. 
*) Versuch 1 1. c. S. 163. 
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Jacobson‘) im Blute von Katzen durchschnittlich 1,57 mg 
Ammoniak (= 1,29 mg NH,N) und im Blute von Fiichsen 
sogar 2,39 mg Ammoniak (= 1,97 mg NH,N) pro 100 ccm Blut 
finden, so sind diese Werte ohne Zweifel viel zu hoch. 

An und fiir sich ware es auch sehr sonderbar, wenn das 
Blut aus Ventrikel, Milz und Pankreas, praktisch gesprochen, 
nicht Ammoniak enthalten hatte. Dies miiBte dann bedeu- 
ten, daB diese Organe eine sehr wichtige Rolle als ,,Ent- 
giftungsorgane“ fiir Ammoniak spielen. Da8 dies nicht der 
Fall ist, geht deutlich aus unseren Versuchen Nr. 27, 28, 29 
und 30 hervor. Es ergibt sich aus diesen Versuchen, daB die 
Ammoniakmenge im Blute aus der Milzvene dieselbe ist wie 
im Carotisblute. Die kleinen in Frage kommenden Schwan- 
kungen liegen innerhalb des Versuchsfehlers. 


Résumé, 


1. Wenn das Ammoniak im Blute durch die Folinsche 
Durchliiftungsmethode nach Zusatz einer Base entfernt wird, 
wird die Temperatur des Blutes von entscheidender Bedeutung 
fiir die befreite Menge Ammoniak sein. Bei Temperaturen 
zwischen 0° und 16° erhalt man gleichartige Werte. Bei 40° 
steigert sich die Ammoniakmenge bis iiber das Doppelte, und 
bei 60° erhalt man ca. 8mal gréBere Werte als bei 16°. 

2. Bei Anwendung der von uns angefiihrten Methode zur 
Bestimmung der Ammoniakmenge im Blute: 20 ccm Blut -++ 
80 ccm Athylalkohol und darauf ca. 3 Stunden Durchliiftung 
(aller Wahrscheinlichkeit nach laBt sich diese Zeit etwas ver- 
kiirzen) zeigt sich nach Zusatz einer Base, da8 man iibereinstim- 
mende Werte erhalt, vorausgesetzt, daB man als Base Natrium- 
carbonat, Kalkwasser oder Magnesia benutzt, allerdings nur wenn 
man die Blut-Alkoholmischung bei einer Temperatur unter 
ca. 20° halt. Bei héheren Temperaturen, z. B. bei 45°, wird 
Natriumcarbonat am meisten, Magnesia am wenigsten Ammo- 
niak ergeben, aber alle drei Stoffe ergeben mehr Ammoniak 
bei 45° als bei 16°. 

3. Die Ammoniakmenge in den Blutkérperchen ist be- 
deutend gréBer als die im Plasma. 


1) Americ. Journ. of Physiol. 25, 1910. 
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4. Die Ammoniakmenge im Pfortaderblut ist bei Pflanzen- 
fressern (Ziegenbock, Kaninchen) bedeutend hdher als die Am- 
moniakmenge im Arterienblut, wenn die Tiere auch 8 Tage 
hindurch gefastet haben. Die von uns gefundenen Werte bei 
diesen Tieren schwanken beim Pfortaderblut zwischen 0,57 mg 
und 0,91 mg NH,N pro 100 ccm Blut. Bei Hunden war die 
Ammoniakmenge im Pfortaderblut nach kurzer Inanition be- 
deutend niedriger als bei Pflanzenfressern und lag in der Regel 
der im Carotisblut vorgefundenen Menge sehr nahe. Die Werte 
des Ammoniaks im Pfortaderblut lagen bei Hunden zwischen 
0,25 mg und 0,39 mg NH,N, wahrend die entsprechenden Werte 
des Carotisblutes zwischen 0,25 mg und 0,36 mg schwankten 
— also nahezu dieselben Zahlen wie beim Pfortaderblut. 

5. Arterienblut und Venenblut (V. femoralis) enthalten 
dieselben Mengen Ammoniak. 

6. Arterienblut und Milzvenenblut enthalten dieselben 


Mengen Ammoniak. 

7. Die hohen Werte der Ammoniakmenge im Blute (1 bis 
2 mg NH,N pro 100 ccm Blut) sind sicherlich zu hoch. Auch 
Folin und Denis’ sehr niedrige Werte (0,03 mg oder ,,Spuren“) 
miissen als irrtiimlich betrachtet werden. 








Uber die physikalisch-chemischen Bedingungen der 
Leukocytenbewegung. 


(Emigration der Leukocyten, Chemotaxis, Phagocytose.) 
Von 
Ulrich Friedemann und Alexandra Schonfeld. 


(Aus dem bakteriologischen Laboratorium des stadt. Krankenhauses Moabit.) 


(Hingegangen am 1. Januar 1917.) 


Die im folgenden mitgeteilten Beobachtungen entstanden 
bei Versuchen, eine geeignete Methode zur Beobachtung der 
Chemotaxis bei Leukocyten zu gewinnen. 

Die steigende Bedeutung, die den Leukocyten im Kampf 
des Organismus mit den Parasiten nach den neueren Forschun- 
gen zukommt, stellt auch die Frage der Chemotaxis wieder in 
den Vordergrund des Interesses. Es tritt immer mehr hervor, 
daB das Erscheinen oder Nichterscheinen der Leukocyten in 
zahlreichen Fallen den Ausgang dieses Kampfes entscheidet. 
Als eines unter vielen sei das Beispiel der Hiihnercholerainfektion 
herausgegriffen, die in neuerer Zeit besonders eingehend von 
Weil studiert worden ist. Hier zeigt sich ganz deutlich, daB 
die Eiterbildung an der Infektionsstelle dem Immunititsgrade 
des Tieres parallel geht. Das hochempfindliche Kaninchen geht 
zugrunde, ohne da8 iiberhaupt Leukocyten in nennenswerten 
Mengen in dem lokal sich bildenden sulzigen Odem zu finden 
sind, wahrend das weit resistentere Meerschweinchen die In- 
fektion mit der Bildung eines Srtlichen Abscesses beantwortet. 
Ebenso wie das Meerschweinchen reagiert aber das Kaninchen, 
wenn es kiinstlich durch Injektion eines Heilserums gegen den 
Hiihnercholerabacillus immun gemacht worden ist. 

Wie die Immunitat des Versuchstieres, so spielt bekanntlich 
auch die Virulenz der Bakterien bei der Ausbildung der Leu- 
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kocytose eine entscheidende Rolle. Durch Beobachtungen an 
Typhusbacillen, Milzbrandbacillen, Streptokokken ist von zahl- 
reichen Untersuchern festgestellt worden, daB avirulente Bak- 
terien Leukocyten anlocken, virulente hingegen nicht oder in 
viel schwacherem MaBe. 

Wie sind diese Beobachtungen zu erklaren? Laihmen die 
virulenten Bakterien durch ihre Gifte die weiBen Blutkérperchen 
oder tiben sie auf sie nach der Annahme von Marchand, 
Bordet, Neufeld u. a. iiberhaupt keinen Reiz aus? Besteht 
die leukocytosebegiinstigende Wirkung des Immunserums in 
einer Paralysierung der Bakteriengifte oder setzt es erst die in 
den Bakterien enthaltenen chemotaktisch wirksamen Stoffe in 
Freiheit*)? 

Zum Studium dieser Fragen waren wir bestrebt, eine 
Methode zu finden, die eine Beobachtung der Chemotaxis in 
vitro und dadurch eine genauere Analyse der daran beteiligten 
Faktoren gestattet. Wie wir vorweg nehmen wollen, sind wir 
in dieser Richtung zu einem befriedigenden Resultat noch nicht 
gelangt. Hingegen stieBen wir bei unseren Versuchen auf Be- 
obachtungen, die tiber die physikalisch-chemischen Be- 
dingungen der Leukocytenbewegung Aufklarungen brach- 
ten, und die uns an sich wichtig genug erschienen, um zunachst 
unser ganzes Interesse zu fesseln. Wir gestatten uns daher, 
iiber diese Beobachtungen bereits jetzt zu berichten. 

Zum Studium der Leukocytenbewegungen bedienten wir 
uns der von Deetjen*) angegebenen Methodik, und zwar be- 
nutzten wir zuerst den von ihm empfohlenen Phosphatagar, 
gingen aber dann zum Gebrauch von Objekttragern aus Quarz 
oder Jenenser Glas iiber, nachdem wir uns an frischen Blut- 
praparaten iiberzeugt hatten, daB auf diesen die Leukocyten- 
bewegungen ebenso schén zur Beobachtung gelangen. Bei 
unseren Versuchen stieBen wir nun auf eine ganz unerwartete 
Schwierigkeit. Als wir namlich nach der gleichen Methode 
Leukocyten untersuchten, die durch Injektion von Kochsalz- 

1) Eine eingehendere Erérterung dieser Fragen ist von dem einen 
von uns a. a. O. gegeben worden. (Friedemann, Infektion und Im- 
munitat. Handb. d. Hygiene von Rubner, Gruber u. Ficker. 3, 1. Abteil., 
676 bis 695 u. 731). 

*) Virchows Archiv 164, 1901. 
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lésung, Bouillon oder Aleuronat in die Bauchhdhle von Meer- 
schweinchen und Kaninchen und Ausspiilen des Peritoneums 
mit isotonischer Kochsalzlésung gewonnen wurden, fiihrten die 
so erhaltenen Leukocyten keinerlei aktive Bewegungen aus. 
Sie zeigten sehr bald ein durchsichtiges glasiges Aussehen, an 
der Peripherie bildeten sich blasenfoérmige oder strahlige Aus- 
wiichse, und schlieBlich sah es aus, als ob das Blutkérperchen 
auf der Glasunterlage auseinanderfloB. Die Veranderungen 
traten nicht iiberall gleichzeitig ein, und neben stark lidierten 
Zellen fanden sich langere Zeit auch scheinbar unveranderte. 
Diese Bewegungserscheinungen gingen im Gegensatz zu am6- 
boiden Bewegungen stets ruckartig vor sich. Niemals konnten 
wir aber auch nur eine Andeutung von Lokomotion beobachten, 
wie diese in Blutpraiparaten so schén zu sehen ist. 

Da wir mit Exsudatleukocyten nicht zum Ziel gelangten, 
gingen wir so vor, daB wir aus der mit einer Feder leicht 
geritzten Ohrvene des Kaninchens mittels der Platindse einen 
Tropfen Blut entnahmen und diesen auf einem Objekttrager 
von Jenaer Glas sehr rasch mit 2 bis 3 Osen 0,85°/,iger 
Kochsalzlésung vermischten. Nach dem Auflegen des Deck- 
glases wurde der Rand mit Paraffin abgeschlossen und das 
Priparat im Mikroskopierthermostaten bei 37,5° betrachtet. 

Dabei zeigte sich nun, daB auch in den mit Kochsalz- 
lésung verdiinnten Blutpraparaten keinerlei Leukocytenbewegung 
eintrat, ja, es geniigte die Vermischung eines Blutstropfens mit 
einem einzigen Tropfen Kochsalzlésung, um die Bewegung sofort 
zu sistieren. Es muBte daraus geschlossen werden, daB die 
Unbeweglichkeit der Exsudatleukocyten in dem Aufschwem- 
mungsmittel, namlich der isotonischen Kochsalzlésung, ihre 
Ursache hatte. Dieses Resultat war um so iiberraschender, als 
ja gerade die isotonische Kochsalzlésung als das ideale Medium 
fiir die Blutzellen betrachtet wird, doch erinnerte es uns an 
die Versuche, die J. Loeb iiber die Giftigkeit reiner Kochsalz- 
lésungen auf tierische Organismen angestellt hat. Es lag daher 
auch fiir uns am niachsten, die eigentiimlichen Wirkungen der 
Kochsalzlésung durch eine Giftwirkung der Na-Ionen auf das 
Protoplasma der Leukocyten zu erkliren. Traf diese Annahme 
zu, so muBte nach J. Loeb die Hinzufiigung zweiwertiger 
Ionen die Giftwirkung aufheben. Der Versuch bestitigte jedoch 
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diese SchluBfolgerung nicht. Denn auch die Benutzung der 
verschiedenen Salzlésungen, die in ihrer Zusammensetzung dem 
Blutserum nahekommen, der Ringerschen, der Lockeschen, 
der Tyrode-Lésung waren die Resultate in keiner Weise besser 
als in der reinen Kochsalzlésung. Auch die Sattigung der 
Lésung mit Sauerstoff, wie sie von Locke angegeben wird, 
hatte keinen EinfluB8. Ebensowenig erwies sich der Zusatz von 
Dikaliumphosphat und Natriummetaphosphat, der nach Deetjen 
so giinstig die Leukocytenbewegung beeinfluBt, als wirksam. Die 
Annahme, da8 die Elektrolytzusammensetzung des Mediums die 
entscheidende Rolle spielt, war demnach sehr unwahrscheinlich 
geworden. 

Die zahlreichen negativen Experimente waren aber nicht 
vergeblich gewesen, denn sie fiihrten uns zu neuen Versuchen, 
die in unerwarteter Weise die Losung der Frage brachten. 
Wahrend sonst bei hiaimatologischen Studien die isotonische 
Kochsalzlésung oder eine dem Blutserum in seiner Zusammen- 
setzung mdglichst angenaherte Elektrolytlésung bekanntlich das 
Blutserum vollig zu ersetzen vermag, zeigte es sich, daB 
fiir die Leukocytenbewegungen die EiweiBkorper des 
Plasmas unentbehrlich sind, und zwar nicht als che- 
misch reagierende Substanzen, sondern vermége der 
ihnen als hydrophilen Kolloiden zukommenden Eigen- 
schaft, die Viscositaét der Lésung zu erhéhen. Es ge- 
lang uns namlich, die schénsten Leukocytenbewegungen zu 
erzielen, wenn wir der isotonischen Kochsalzlésung andere 
hydrophile Kolloide zusetzten. Am besten bewahrte sich die 
zuerst von uns benutzte Substanz, das Gummi arabicum. 
Von diesem wurden unter Erwirmen 2°,-, 4°),-, 8°/,- und 
12°/,ige Loésungen hergestellt und diese, wie dies vorher ge- 
schildert wurde, auf dem Objekttraiger mit einer Ose frisch ent- 
nommenen Blutes gemischt. Schon in den 2°/,igen Lésungen 
waren deutliche Bewegungen zu beobachten, lebhafter waren 
sie in den 4°/,igen Lésungen, und am schénsten kamen sie in 
einer 7- bis 8°/,igen zur Entwicklung. In der 12° |,igen wurden 
die Bewegungen trager, und es machte den Eindruck, als ob 
sie durch die Dickfliissigkeit des Mediums behindert widen. 

In einem gut gelungenen Versuch sieht man die weiBen 
Blutkérperchen wie in einem Blutpraparat mit groBer Ge- 
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schwindigkeit durch das ganze Gesichtsfeld kriechen. Kurze 
Zeit nach Anfertigung des Priparates scheinen die Zellen zu- 
nachst in einer Art Starre zu beharren. Dann beginnt in ihrem 
Zelleib eine lebhafte Stémung der kérnigen Protoplasmamasse. 
SchlieBlich stiilpt sich an einer Stelle der Zelleib hervor, und 
nun verwandelt sich das Blutkérperchen in eine langgestreckte 
Zelle, die wie ein Wurm auf der Unterlage fortkriecht. Es 
handelt sich also bei diesem Phinomen nicht etwa nur um die 
Aussendung von Pseudopodien, sondern um eine wirkliche 
Lokomotion. Diese Bewegung konnte bis zu 5 Stunden be- 
obachtet werden. 

DaB in der Tat der Viscositét die Gummilésung ihren 
giinstigen EinfluB auf die Leukocytenbewegung verdankt, geht 
daraus hervor, daB auch andere chemisch ganz anders zusam- 
mengesetzte viscése Flissigkeiten wie Gelatine, Dextrin und 
EiereiweiB ein geeignetes Medium bieten. Allerdings waren 
die Bewegungen in der Gummilésung am schénsten zu _be- 
obachten. 

Unsere Erwartung, nunmehr auch mit Exsudatleukocyten 
weitere Versuche anstellen zu kénnen, erfiillte sich leider nur 
teilweise, da sich hier Schwierigkeiten einstellten, deren wir 
noch nicht ganz Herr geworden sind. Zunichst erwies es sich 
als nicht ganz einfach, ein Mittel zu finden, welches Leukocyten 
anlockt, ohne sie zu schidigen. Die Eigenbeweglichkeit der 
weiBen Blutkérperchen ist némlich nach unseren Beobachtungen 
eine Eigenschaft, die schon bei den geringsten Liasionen ver- 
loren geht. Kochsalzlésung, Bouillon und Aleuronat gaben 
keine giinstigen Resultate. Am geeignetsten scheint noch die 
8°/,ige Gummildésung selbst zu sein, die in groBen Mengen 
(ca. 100 com) Kaninchen intraperitoneal injiziert wurde. Nach 
20 Stunden wurde das Tier entblutet und die Bauchhéhle mit 
8°/,iger Gummilésung ausgewaschen. Die so gewonnene triibe 
Lésung kann direkt im Mikroskopierthermostaten beobachtet 
werden. — In einigen Fallen gelang es uns auf diese Weise 
sehr schén, die Bewegungen zu sehen, in anderen Versuchen — 
und zwar in den meisten — war das Ergebnis ein negatives. 
Die Schwierigkeit liegt anscheinend darin begriindet, daB das 
Exsudat schon intra vitam, oder aber bei der Entnahme sehr 
leicht gerinnt. Die sich dabei an den Leukocyten ansetzenden 
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Fibrinfaden schadigen aber diese offenbar so, daB sie ihre Beweg- 
lichkeit vollig verlieren. Dies konnte durch Betrachtung der 
Leukocyten direkt festgestellt werden. Es ist uns vorlaufig 
nicht gelungen, diese Schwierigkeit so weit zu iiberwinden, um 
die beabsichtigten chemotaktischen Versuche an Exsudatleuko- 
cyten ausfiihren zu kénnen, denn die gerinnungshemmenden 
Reagenzien wie Natriumoxalat, Natriumcitrat und Pepton 
schadigten ebenfalls die Leukocyten und vernichteten ihre Be- 
weglichkeit sofort. In prinzipieller Weise lie8 sich aber 
auch an Exsudatleukocyten, wie bereits erwahnt, die wichtige 
Rolle der Viscositat fiir die Bewegung der wei8en Blutkérper- 
chen demonstrieren. 

Auch bei der Untersuchung anderer Tiere hatten wir keine 
besseren Ergebnisse. Im Gegenteil ist das Kaninchen fiir der- 
artige Versuche bei weitem am besten geeignet. Auch die 
nach der Blutstropfenmethode durchgefiihrten Versuche gaben 
eigentlich nur bei Verwendung von Kaninchenblut schéne 
Resultate. Im Meerschweinchen- und Menschenblut sind die 
Bewegungen viel triger, bei der Maus konnten wir sie iiber- 
haupt nicht beobachten. 

Die mitgeteilten Versuchsergebnisse scheinen uns fiir die 
Theorie der Leukocytenbewegung und der Protoplasmabewegung 
im allgemeinen von Bedeutung zu sein. Bei den folgenden 
theoretischen Erérterungen wollen wir zwei Voraussetzungen 
machen, erstens, da8 der fliissige Aggregatzustand des Proto- 
plasmas durch die Arbeiten von Engelmann’), Bitschli’*), 
Berthold’), Quincke‘), Verworn’), Jensen®), Rhumbler’), 
Macallum'’) u. a. erwiesen ist, und zweitens, daB dement- 
sprechend die Oberflachenspannungskriafte die Protoplasma- 


1) Herrmanns Handb. d. Physiologie 1, Teil 1, 343. 

2) Archiv fiir Entwicklungsmechanik 11, 1901. — Siehe ferner Ver- 
hand. d. naturhistor.-medizin. Ver. Heidelberg. Die Bande 1893 bis 1896. 

8) Studien iiber Protoplasmamechanik. Leipzig 1886. Zit. nach 
Rhumbler. 

*) Annalen d. Physik u. Chemie 35, 1888; Annalen d. Physik 1902 
bis 1904. 

5) Die Bewegung der lebendigen Substanz. Jena 1892. 

*) Ergebnisse d. Physiologie, Asher-Spiro 1902, II. Abteilung. 

*) Ergebnisse d. Physiologie, Asher-Spiro 1914. 

8) Ergebnisse d. Physiologie, Asher-Spiro 1911. 
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bewegung beherrschen, wie dies auBer den genannten Autoren 
auch Hamburger’), Frei*) und Traube’) u. a. betont haben. 
Im allgemeinen werden wir dabei die Zelle in grober Schema- 
tisierung mit einem vom umgebenden Medium nicht benetz- 
baren Fliissigkeitstrépfchen vergleichen kénnen; doch wird es 
bei einigen spezielleren Fragen nétig sein, die von Biitschli, 
Quincke und Rhumbler entwickelten Anschauungen iiber die 
Schaumstruktur des Protoplasmas zu _beriicksichtigen. Die 
Aussendung von Pseudopodien oder — allgemein gesagt — 
die Vorwolbung der Protaplasmamasse an einer bestimmten 
Stelle, wie sie die Leukocytenbewegung einleitet, wird nach 
den Theorien der genannten Autoren primar durch eine Herab- 
setzung der Oberflichenspannung an dieser Stelle der Zellober- 
fliche hervorgerufen. Uber die Krifte hingegen, welche nun 
weiterhin zur Ausstiilpung der Protoplasmamasse fiihren, sind 
verschiedene Auffassungen mdéglich. Es kommt hier in Betracht, 
ob die Bewegungen auch an der frei in der Fliissigkeit 
schwebenden Zelle zu beobachten sind, oder ob sie erst ein- 
treten, wenn der Zelleib mit einer festen Unterlage in Be- 
rihrung kommt. Im ersteren Falle miissen wir nach Jensen 
in dem einem Fliissigkeitstrépfchen innewohnenden Binnen- 
druck die treibende Kraft sehen, wahrend bei Beriihrung dreier 
Phasen das bekannte Oberflachenspannungsgesetz in Anwen- 
dung kommt, nach dem eine Filiissigkeit a sich an der Grenze 
zwischen den Flachen b und ¢ ausbreitet, wenn 84), -+-S*/,<.S/, 
ist*). Bei den Amében gibt es nach Jensen frei in der Fliissig- 
keit sich bewegende Arten und andere, die nur auf einer Unter- 
lage kriechen kénnen. Fiir die Leukocyten liegen u. W. Unter- 
suchungen nicht vor. Aus dem groBen EinfluB, den nach den 
Untersuchungen von Deetjen die Beschaffenheit der Unter- 
lage auf die Leukocytenbewegungen ausiibt (Phosphatagar, 
Quarz, Jenaer Glas), méchten wir aber schlieBen, daB die Leuko- 
cyten zu jenen Zellen gehéren, die nur in Beriihrung mit einem 


1) Physikalisch-chemische Untersuchungen iiber Phagocyten. Wies- 
baden 1912. 

*) Schweizer Archiv f. Tierheikkunde 54, 1912, 221; — u. Pfen- 
ninger, Berl. tierarztl. Wochenschr. 1916, Nr. 33. 

5) Diese Zeitschr. 1908, Nr. 10. 

*) 8 = Oberflachenspannung. 
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festen Kérper sich aktiv fortzubewegen vermégen. Tatsichlich 
haben wir auch niemals an frei schwimmenden weiben Blut- 
kérperchen Bewegungserscheinungen gesehen; diese traten viel- 
mehr immer erst ein, wenn die Leukocyten sich zu Boden ge- 
senkt hatten. Mit dieser bisher scheinbar wenig beachteten 
Frage hangen vielleicht manche an den Leukocyten beobachtete 
Eigentiimlichkeiten, z. B. das Eindringen in Hollundermark- 
blittchen (Arnold) und die Einwanderung in Fibrinmassen 
zusammen. 

Verfolgen wir die einzelnen Stadien der Leukocytenbewegung 
unter diesem Gesichtspunkt, so ergibt sich folgendes Bild: Zu 
Beginn des Versuchs besitzt das weife Blutkérperchen Kugel- 
gestalt. Die Summe seiner Oberflichenspannungen gegen das 
fliissige Medium und gegen die Unterlage muB also gréBer sein 
als die Oberflichenspannung der Fliissigkeit gegen den Objekt- 
trager. Das Aussenden eines Fortsatzes beweist, dal in diesen 
Beziehungen eine Anderung eingetreten ist. Waren die Leuko- 
cyten eine ideale Fliissigkeit, so wiirden sie sich vollkommen — 
bis zur Erreichung einer molekularen Schichtdicke — zwischen 
der Fliissigkeit und dem Objekttrager ausbreiten. DaB dies 
nicht geschieht, deutet darauf hin, daB innere Krafte einer so 
weit gehenden Formveranderung der Zelle Widerstand ent- 
gegensetzen. Diese Krifte diirften durch die von Biitschli, 
Quincke, Rhumbler angenommene Schaumstruktur (Spumoid- 
bau) des Protoplasmas bedingt sein. Denn, wie Rhumbler 
gezeigt hat, besitzen Schiume eine groBe Stabilitat gegeniiber 
Formveranderungen. Es folgt daraus, daB zwischen diesen 
inneren Kraften (Spumoidspannung) und den Oberflaichen- 
spannungskraften einer Zelle gewisse Beziehungen bestehen 
miissen, um einerseits ihre Existenz als geformtes Gebilde iiber- 
haupt zu ermdglichen, auf der anderen Seite etwaigen, durch 
Erniedrigung der Oberflichenspannung hervorgerufenen Be- 
wegungen keinen zu groBen Widerstand entgegenzusetzen. 
Sind die beiden Kriafte ungefaihr im Gleichgewicht, ist also das 
Ubergewicht, das die eine iiber die andere gelegentlich erlangt, 
nur ein geringes, so wird es mdglich sein, die resultierenden 
Bewegungen durch eine Erhéhung des Widerstandes im AuBen- 
medium zu verlangsamen oder zu lihmen. Es folgt daraus, 
daB die Viscositaét oder innere Reibung in diesem Fall 
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einen entscheidenden EinfluB auf die Zellbewegungen gewinnen 
muB. Zellen, die wie die Leukocyten in einem stark viscésen 
Medium leben und an dieses angepaBt sind, miissen bei allen 
Bewegungen diesen Widerstand des AuBenmediums iiberwinden. 
Sie miissen also mit starken Verainderungen der Oberflichen- 
spannung arbeiten, oder aber ihr innerer Widerstand gegen 
Formveranderungen muB8 ein geringer sein. Letzteres ist nun 
bekanntlich tatsichlich der Fall. Das Durchkriechen weiBer 
Blutk6rperchen durch die Stomata der Capillarendothelien und 
durch die engen Saftkaniale der Cornea, wobei sie sich zu diinnen 
Faden ausziehen, beweist eine Formverinderlichkeit, wie wir 
sie bei anderen Zellen kaum antreffen. 

Im Vergleich dazu werden Amdében oder andere Protozoen, 
die sich im Wasser aufhalten, eine sehr viel festere Konsistenz 
haben miissen, da der Widerstand des AuBenmediums gegen 
das AuseinanderflieBen bei lokaler Herabsetzung der Ober- 
flichenspannung hier fehlt. Neben der Verfestigung des Waben- 
baues der Zelle spielt bei den Amében bekanntlich auch die 
Ausbildung festerer Zellmembranen eine Rolle. 

Wir sehen also, daB die Leukocytenbewegungen, wie wir 
sie im Mikroskopierthermostaten auf einer geeigneten Grund- 
lage so schén beobachten k6énnen, ein recht kompliziertes phy- 
sikalisches Phinomen darstellen. Die Viscositat des umgebenden 
Mediums, die innere Spumoidspannung der Zelle und die Ober- 
flichenspannungen, die bei der Beriihrung mit der umspiilenden 
Fliissigkeit und dem Objekttriger entstehen, miissen sehr fein 
gegeneinander abgestimmt sein, damit aus einer geringfiigigen 
Verinderung einer dieser GroBen — wir wollen zuniachst nur 
die Oberflichenspannung betrachten — eine Bewegung resultiert. 

Mit diesem Zusammenspielen mindestens dreier verschie- 
dener Krafte méchten wir es auch erkliren, wenn wir nicht 
bei allen Tierarten, z. B. der Maus, auf dem Objekttraiger Be- 
wegungen beobachten konnten, obwohl solche im Tierkérper 
doch zweifellos vorkommen. Die einfachste Annahme wire 
wohl, daB in den Mauseleukocyten die inneren Spannungen 
starker sind als in den weiBen Blutkérperchen des Kaninchens. 
Die Oberflichenspannungskrafte, die bei der Beriihrung mit 
dem Objekttriger entstehen, geniigen also nicht, um diese 
Krafte zu tiberwinden. Wir miiSten daraus folgern, daB die 























Physikalisch-chemische Bedingungen der Leukocytenbewegung. 321 


Oberflichenspannung zwischen den Leukocyten und den festen 
Gewebsbestandteilen, auf denen sie kriechen, eine geringere ist 
als die gegeniiber dem Quarz oder Jenenser Glas, da sie doch 
im Tierkérper imstande ist, Bewegungen auszuldésen. Eine 
solche Annahme ist auch aus anderen Griinden nicht unwahr- 
scheinlich. Denn die Beriihrung mit einer fiir sie ganz un- 
gewohnten Oberflache wird fiir die Leukocyten wohl einen ge- 
wissen Reiz bedingen, und jede Reizung einer Zelle ist nach 
den Anschauungen von Verworn, Jensen u. a. mit einer Er- 
hdhung ihrer Oberflichenspannung verbunden. Derartige Uber- 
legungen beriihren zwar die prinzipiellen Schliisse, die wir aus 
unseren Beobachtungen ziehen, nicht, in quantitativer Hinsicht 
miissen wir aber doch bei der Ubertragung der Ergebnisse in 
vitro auf die Verhaltnisse im lebenden Ko6rper Vorsicht walten 
lassen. 

Was geschieht nun, wenn wir einen der im vorhergehenden 
ausfiihrlicher besprochenen 3 Faktoren, z. B. die Viscositat 
des AuBenmediums, plotzlich und in erheblichem Grade andern? 
Theoretisch 1é8t sich folgendes voraussagen: Wenn die Leuko- 
cyten auf offenbar geringfiigige Verinderungen der Oberflichen- 
spannung mit lebhaften Bewegungserscheinungen reagieren, so 
miissen die drei Krafte der Oberflichenspannung, der inneren 
Spannung und der Viscositét sich ungefaihr im Gleichgewicht 
befinden. Oder genauer ausgedriickt: Die innere Spannung des 
Zellinnern zusammen mit der Viscositat des AuBenmediums 
muB ebenso stark, aber in entgegengesetzter Richtung wirken 
wie die aus der Beriihrung der Leukocyten mit der Unterlage 
sich ergebende Resultante der Oberflachenspannungskrafte. 
Bleiben also Oberflichenspannung und innere Spannung un- 
geaindert, und wird die Viscositaét plétzlich stark vermindert, 
so mu8 die Resultante der Oberflichenspannung das Uber- 
gewicht erhalten, d. h. das Blutkérperchen muB sich in der 
Grenzschicht zwischen Fliissigkeit und Objekttriger ausbreiten, 
der Leukocyt muB8 auseinanderflieBen. Dies wird so weit gehen, 
bis die innere Spannung der Oberflichenspannung wieder das 
Gleichgewicht halt. 

Das ist es nun gerade, was wir bei der Ubertragung der 
Leukocyten in ein eiweiBfreies oder doch eiweiBarmes Medium 
beobachtet haben. Das ruckweise HervorschieBen blasiger oder 
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strahliger Fortsitze macht ganz den Eindruck, als wenn sich 
eine Fliissigkeit auf einer benetzbaren Oberflache ausbreitet. 
Die einzelnen Blasen oder Strahlen schlieBen sich aneinander, 
und so entsteht eine stark vergréBerte, schwach lichtbrechende 
Zelle. Da® dieses AuseinanderflieBen so ruckweise und un- 
gleichzeitig geschieht, diirfte woh] mit gewissen UngleichmaBig- 
keiten im Bau der Leukocyten im Zusammenhang stehen, die 
eben doch nicht ideale Fliissigkeitstropfen sind, sondern im 
Kern und den Protoplasmaeinlagerungen Bestandteile von sehr 
ungleicher Konsistenz enthalten. Auch wird ja die Oberflachen- 
spannung nicht an allen Stellen denselben Wert besitzen. 

Nach dem AuseinanderflieBen hat die Zelle offenbar eine 
maximale Dehnung erfahren, und weitere Bewegungen sind nun 
nicht mehr mdglich. 

Wird umgekehrt durch Erhéhung der Konzentration des 
hydrophilen Kolloids die Viscositat des Mediums mehr und 
mehr verstirkt, so wachst auch der Widerstand gegen die 
Formveranderungen der Leukocyten an, so daB die Bewegungen 
immer trager werden und schlieBlich ganz ausbleiben. In der 
Tat sind dies die Erscheinungen, die wir in konzentrierteren 
Gummiarabicumlésungen beschrieben haben. 

Die experimentellen Untersuchungen iiber die Bedeutung 
der Viscositét und die sich daraus ergebenden allgemeinen 
theoretischen Betrachtungen sollen nun im folgenden auf einige 
spezielle Probleme der Leukocytenbewegung Anwendung finden, 
auf die Wanderung der Leukocyten im lebenden Ge- 
webe, die Chemotaxis und die Phagocytose. Es kénnen 
dabei nur die allgemeinen Gesichtspunkte beriicksichtigt werden, 
die sich fiir diese Erscheinungen aus den neuen Befunden er- 
geben. 


1. Wanderung der Leukocyten im Gewebe. 


Eine Wanderung der weiBen Blutkérperchen auBerhalb 
der GefiBbahn ist nach unseren Untersuchungen an eine nicht 
zu geringe Viscositét der Gewebsfliissigkeit gebunden. Diese 
schwankt entsprechend dem EiweiBgehalt in den einzelnen Ge- 
weben sicherlich in weiten Grenzen. Durch einen minimalen 
EiweiBgehalt und eine dementsprechend geringe Viscositat 
zeichnen sich aber der Liquor cerebrospinalis und der 
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Humor aqueus aus. Nachdem wir gefunden haben, daB Ver- 
diinnung des Blutplasmas mit physiologischer Kochsalzlésung 
auf die Hialfte bereits die Leukocytenbewegung vernichtet, 
miissen wir es als sehr unwahrscheinlich betrachten, daB die be- 
zeichneten Fliissigkeiten im normalen Zustand ein geeignetes Me- 
dium fiir Leukocytenbewegungen bilden. In pathologischen 
Zustinden finden sich aber nicht nur massenhaft weiBe Blut- 
kérperchen darin, sondern diese sind auch, wie v. Reckling- 
hausen’) und Leber’) bereits beobachtet haben, aktiv beweg- 
lich. Diese Tatsache ist nur dadurch erklarlich, daB im Ent- 
zindungszustand der Meningen oder des Auges die von ihnen 
abgesonderten Filiissigkeiten erheblich eiweiBreicher werden. 
Die Ausschwitzung von Plasmabestandteilen aus den 
entziindeten GefaBen erscheint somit in einer bisher 
unbekannten Bedeutung. Sie hat nicht nur, wie be- 
reits angenommen wurde, die spezifischen Schutzstoffe 
in das infizierte Gewebe zu beférdern, sondern schafft 
vor allem den in erster Linie dem Schutze des Orga- 
nismus dienenden Leukocyten die Méglichkeit, sich 
zu bewegen, indem sie die dazu notwendige Viscositat 
herstellt. Es ist nicht unwahrscheinlich, daB auch in den 
anderen Geweben dieser Faktor eine bedeutsame Rolle bei den 
Entziindungsvorgangen spielt. 


2. Chemotaxis. 


Die Nichtberiicksichtigung der Viscositét ist ein Versuchs- 
fehler, der unserer Ansicht nach allen Versuchen iiber Chemo- 
taxis anhaftet, soweit sie Leukocyten betreffen. Besonders 
tritt dies in den grundlegenden Versuchen H. Buchners’) in 
die Erscheinung, Bekanntlich fillte H. Buchner kleine Ca- 
pillarréhrchen mit den auf Chemotaxis zu priifenden Substanzen, 
versenkte sie in die Subcutis von Kaninchen und brach dort 
die Spitze ab. Die eingetretene Chemotaxis verriet sich durch 
einen mehrere Millimeter in das Réhrchen eindringenden Leu- 
kocytenpfropf. 


1) Virchows Archiv 28, 1863. 
*) Die Entstehung der Entziindung. Leipzig 1891. 


%) Miinch. med. Wochenschr. 1890. — Berl. klin. Wochenschr. 1890. 
Biochemische Zeitechrift Band 80. 22 
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Nach unseren Untersuchungen kann eine Ein- 
wanderung in die Réhrchen nicht erfolgen, wenn die 
in ihnen enthaltene Flissigkeit eine zu geringe Vis- 
cositat besitzt. Diese SchluBfolgerung wird nun durch 
die Ergebnisse Buchners vollkommen bestatigt. Positiv 
chemotaktisch waren namlich die Bakterienproteine, Pflan- 
zencaseine, Alkalialbuminate, Hemialbumosen, also nur 
die durch starke Viscositét ausgezeichneten Lésungen hydro- 
philer Kolloide, wahrend Peptone, Aminosaéuren und simt- 
liche tibrigen von ihm untersuchten krystalloiden 
Stoffe wirkungslos waren’). Sehr bezeichnend ist hierfiir der 
Unterschied zwischen der kolloidalen Hemialbumose und den 
ihr chemisch nahestehenden, aber krystalloid gelésten Peptonen 
und Aminosauren. 

Die negativen Resultate dieser Versuche besitzen also 
keine Beweiskraft; denn es wire wohl méglich, daB dieselben 
Substanzen in der Gewebsfliissigkeit chemotaktische Wirkungen 
entfalten wiirden, die unter den von Buchner geschaffenen 
kiinstlichen Bedingungen nicht in die Erscheinung treten kénnen. 

Umgekehrt ist es uns aber auch zweifelhaft geworden, ob 
die Ergebnisse Buchners auf chemotaktische Vorginge im 
strengen Sinne des Wortes zuriickgefiihrt werden miissen. Es 
ist doch sehr auffallend, daB alle untersuchten viscésen Stoffe 
auch positiv chemotaktisch wirkten, und es liegt die Vermutung 
nahe, daB die Leukocyten sich in diesen Flissigkeiten nur an- 
sammeln, weil sie ihnen 60 giinstige Bedingungen fiir die Be- 
wegung bieten. In dieser Annahme werden wir durch eine 
Beobachtung bestarkt, die Frl. Dr. Rosenblat im Laboratorium 
des einen von uns (F.) gemacht hat. In Versuchen, die nach 
der von Hamburger angegebenen Modifikation der Buchner- 
schen Methode angestellt wurden, fand namlich Frl. Dr. Rosen- 
blat, daB von allen gepriiften Substanzen das Blutserum 
des Kaninchens bei weitem am starksten Leukocyten in die 
Capillaren hineinlockte, eine im chemischen Sinne fiir diese 
Zellen gewi8 recht indifferente Substanz. Weitere systematische 
Untersuchungen werden also nétig sein, um die durch unsere 





*) Buchner nimmt an, daB die Proteine beim Abbau ihre chemo- 
taktischen Eigenschaften verlieren, betrachtet aber die Ergebnisse nicht 
aus dem hier hervorgehobenen physikalisch-chemischen Gesichtspunkte. 
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Versuchsergebnisse aufgetauchten Fragen zu entscheiden. Man 
kénnte danach versucht sein, die Existenz einer Leukocyten- 
chemotaxis tiberhaupt als unbewiesen zu betrachten, wenn dem 
nicht die klassischen Versuche Lebers im Wege standen. 

Leber’) versenkte die Capillarréhrchen in die vordere 
Kammer des Kaninchenauges. Er fand nun, daB auch fast 
unloésliche Substanzen, wie Kupfer, Quecksilber, Zinnober, 
Indigo, Schwefel, Bariumsulfat, Graphit, leukocyten- 
anlockend wirkten. Die Versuchsergebnisse scheinen zunachst 
iiberhaupt mit unseren SchluBfolgerungen im Widerspruch zu 
stehen. Denn wie sollen sich die Leukocyten in den mit einer 
wasserigen, also nicht viscésen Fliissigkeit gefiillten Capillaren 
bewegen ? 

Den Schliissel zur Loésung dieses Widerspruchs bildet 
offenbar die ausdriickliche Angabe Lebers, daB das Kammer- 
wasser in seinen Versuchen infolge der entziindlichen Reizung 
des Auges stark eiweiBhaltig war. Wir miissen annehmen, daB 
erst mit dem Eindringen des Kammerwassers in die Capillar- 
réhrchen auch die Leukocyten ihren Weg dorthin fanden. Es 
geht daraus hervor, daB auch die Leberschen Versuche in 
ihrer Deutung viel komplizierter sind, als Leber bei seinen 
Untersuchungen vermuten konnte. 

Au8er mit der Technik chemotaktischer Versuche haben 
unsere Ergebnisse aber auch mit deren Theorie Beriihrungs- 
punkte. Nach den Ansichten von Rhumbler, Hamburger, 
Frei u. a. kommt die chemotaktisch gerichtete Bewegung durch 
eine einseitige Herabsetzung der Oberflichenspannung und eine 
dieser folgende Pseudopodienaussendung zustande. Wie wir 
im allgemeinen Teil gesehen haben, kann das gleiche Resultat 
nach einer einseitigen Herabsetzung der Viscositat theoretisch 
erwartet werden. Derartige Verhaltnisse diirften bei der Durch- 
wanderung der weiSen Blutkérperchen durch die Endothelliicken 
der Blutcapillaren gegeben sein. Legt sich ein Leukocyt, wie 
dies Cohnheim beobachtet hat, fest an die Gefi2lwand an, so 
kommt es durch die zwischen den Endothelzellen befindlichen 
Stromata mit der sehr viel eiweiBarmeren, also weniger viscésen 
Gewebsfliissigkeit in Beriihrung. Nach unseren Beobachtungen 


1) lie. 
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ist daher zu erwarten, daB an diesen Stellen das Protoplasma 
der Leukocyten heraustreten wird. Wir halten uns fiir be- 
rechtigt, die Ansicht zur Diskussion zu stellen, da8 
die Durchwanderung der Leukocyten durch die GefaB- 
wand nicht durch chemotaktische Reize, sondern durch 
das Viscositatsgefalle von dem Gefé8lumen nach dem 
Gewebe verursacht wird. 


3. Phagocytose. 


Die wichtigsten Folgerungen aus unseren Unter- 
suchungen ergeben sich aber fiir die Lehre von der 
Phagocytose. Wir konnten uns iiberzeugen, daB diese 
ein von der aktiven lokomotorischen Leukocytenbe- 
wegung verschiedener Vorgang ist. Phagocytose wird 
namlich auch bei Leukocyten beobachtet, die unter den 
gegebenen Bedingungen zu einer aktiven Bewegung 
unfahig sind. 

Nach der von Neufeld angegebenen Methode wird die 
Phagocytose mit Exsudatleukocyten angestellt, die auf der 
Zentrifuge mit Kochsalzlésung oder Natriumcitricumlésung ge- 
waschen worden sind. Nach unseren sehr zahlreichen Erfah- 
rungen sind solche Leukocyten voéllig unbeweglich, selbst wenn 
man sie in einer an sich fiir die Leukocytenbewegung geeigneten 
Gummiarabicumlésung suspendiert. Trotzdem sind solche Leu- 
kocyten sehr wohl befahigt, sensibilisierte Bakterien in groBen 
Mengen in sich aufzunehmen. 

Verfolgt man nun den Vorgang der Phagocytose unter 
dem Mikroskop, so sieht man, daB er von der Art und Weise, 
wie eine Amébe ihre Nahrung in sich aufnimmt, grundver- 
schieden ist. Keine Aussendung von Pseudopodien, kein Herum- 
flieBen der Zelle um die Bakterien, keinerlei Fortbewegung der 
Leukocyten. 

Die Aufnahme der Bakterien in die Zelle erfolgt so blitz- 
artig, daB es gar nicht médglich ist, sie in ihren einzelnen 
Phasen mit dem Auge zu verfolgen. Beobachtet man scharf 
ein neben einem Leukocyten liegendes Bakterium, so kann 
man nur feststellen, da8 es plétzlich in dem weiBen Blut- 
kérperchen verschwunden ist. ' Die Erscheinung erinnert viel- 
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mehr an die Anziehung kleinerer Fliissigkeitstrépfchen durch 
groBere als an die aktiven Bewegungen einzelliger Lebewesen. 

Offenbar handelt es sich bei der Phagocytose um ein von 
der Lebenstitigkeit der Leukocyten weit weniger abhiangiges 
physikalisch-chemisches Phinomen als bei der Wanderung der 
weiBen Blutkérperchen. Ja, es erscheint uns durchaus nicht 
ausgeschlossen, daB auch tote Leukocyten noch phagocytieren 
kénnen. Die Ausbreitungserscheinungen, die Leukocyten in 
isotonischer Kochsalzlésung auf dem Objekttrager zeigen, miissen 
jedenfalls mit einer tiefgehenden Veranderung der Zellstruktur 
einhergehen und machen durchaus den Eindruck von Absterbe- 
erscheinungen. Gerade die am Glase haftenden Leukocyten 
beteiligen sich aber nach den Angaben Neufelds besonders 
stark an der Phagocytose. 

Diese Befunde wiirden sehr gut mit den Rhumblerschen’) 
Ansichten iiber die Phagocytose iibereinstimmen. Rhumbler 
gelang es namlich, die Erscheinungen der Phagocytose an leb- 
losen Gebilden vollkommen nachzuahmen. Kleine mit Schellack 
iiberzogene Glasstébchen wurden von Chloroformtrépfchen aus 
Wasser geradeso aufgenommen wie Bakterien von den weiBen 
Blutkérperchen. Nach Rhumbler kommt dieser Vorgang da- 
durch zustande, daB die Adhiasion des Schellacks zum Chloro- 
form grdBer ist als die Summe seiner Adhision zum Wasser 
und der Kohision des Chloroforms. Die gleichen Betrachtungen 
haben fiir die Aufnahme von Bakterien durch weife Blut- 
korperchen zu gelten, wenn wir die Schellackglasstabchen mit 
den Bakterien, die Chloroformtrépfchen mit den Bakterien 
vertauschen. 

DaB bei den nahen Beziehungen zwischen den hier in 
Betracht kommenden Oberflichenkraften und capillar-elektri- 
schen Erscheinungen auch elektrische Ladungen bei der Phago- 
cytose eine Rolle spielen werden, darauf hat der eine von uns 
[F.]*) schon an anderer Stelle hingewiesen. Werden Bakterien 
mit einem spezifischen Immunserum sensibilisiert. so erhdht 
sich nach den Versuchen von NeifBer und Friedemann’), 


yy a. 

*) Zeitschr. f. Immunitatsf. 5, 639, 1909. — Vgl. a. Hirschfeld, 
Zeitschr. f. allgem. Physiologie 1909. 

8) Miinch. med. Wochenschr. 1903, Nr. 11; 1905, Nr. 19. 











328 U. Friedemann u. A. Schodnfeld: 


Bechold das Potential ihrer elektrischen Oberflachenspannung. 
Die daraus resultierende AbstoBung der in der Zelloberflaiche 
gelegenen Molekiile mu8 Adhisions- und Adsorptionserschei- 
nungen begiinstigen, und so diirfte sich am einfachsten die 
phagocytosebefordernde (opsonische, bakteriotrope) Wirkung 
spezifischer Sera erklaren. 

In dem gleichen Sinne ist woh] der von Hamburger’) 
und seinen Mitarbeitern, sowie von Oker-Blom?’), Frei*) u. a. 
nachgewiesene EinfluB von Elektrolyten auf den Vorgang der 
Phagocytose zu deuten. 

Ob der importierte Fremdkorper einfach in die Zelle hinein- 
gleitet, ohne daB diese ihre Form Adndert, wie wir dies bei 
Bakterien beobachten, oder ob die Zelle den Fremdkoérper um- 
flieBt, wie dies bei AmGében, aber auch bei der Phagocytose 
von Milzbrandfaden durch Froschleukocyten der Fall ist, hangt 
von der GréBe des importierten Kérpers und dem Widerstand, 
den er der Bewegung entgegensetzt, ab. In beiden Fallen ist 
das Bestreben, eine minimale Oberfliche zwischen dem impor- 
tierten K6rper und der Zelle herzustellen, maBgebend. 

Wiahrend aber der erstere Vorgang auch bei den auf der 
Oberfliche des Objekttraigers ausgebreiteten, in ihrer Form 
nicht mehr veranderlichen Leukocyten mdglich ist, setzt das 
UmflieBen des Fremdkérpers noch eine ausgiebige Formver- 
anderlichkeit der Leukocyten voraus. 

Das gleiche gilt natiirlich fiir die spontanen Bewegungen, 
die wir an den Leukocyten auf dem heizbaren Objekttisch 
oder im Tierkérper beobachten. Die RegelmaBigkeit dieser 
Bewegungen, die sich kontinuierlich von einer Stelle der Zell- 
oberflache zur anderen fortsetzen und im ausgesprochenen 
Gegensatz zu den ruckartigen Formveranderungen stehen, denen 
die Leukocyten beim Ubergang in isotonische Kochsalzlésung 
unterliegen, ist offenbar an die Struktur der lebenden Zelle 
gebunden. Die Schaumstruktur des lebenden Protoplasmas 
diirfte es sein, die durch ihre Stabilitaét die bei homogenen 
Fliissigkeiten blitzartig erfolgenden Ausbreitungserscheinungen 


1) lio. 
*) Zeitschr. f. Immunitatef. 14, 485, 1912. 
"1. «. 
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modifiziert und verlangsamt. Erst wenn durch den Fortfall 
der Viscositat des AuBenmediums die Innenspannung der Waben- 
wande iiberwunden und die Schaumstruktur tiefgreifend ver- 
aindert wird, sehen wir auch an den Leukocyten jene ruck- 
artigen Ausbreitungserscheinungen, die fiir die Oberflaichen- 
spannungsphanomene so charakteristisch sind. 

Die Leukocytenbewegungen sind also an das Leben 
der Zelle gebunden; die Phagocytose ist hingegen auch an 
Zellen zu beobachten, die jede Beweglichkeit eingebiiBt haben. 
Im physikalischen Sinne sind diese Zellen als tot zu bezeichnen, 
auch wenn sie noch zu den chemischen Attributen des Lebens 
(Atmung, Stoffwechsel usw.) befahigt sein sollten. 








Zur Frage der Restreduktion des Blutes in Beziehung 
zu den reduzierenden Komponenten des Reststickstoffs. 


Erganzung. 


Von 


Joh. Feigl. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium des Allgemeinen Krankenhauses 
Hamburg- Barmbeck.) 


(Eingegangen am 6. Januar 1917.) 


Unter Umstinden, die auch bei der heutigen allgemeinen Lage 
nicht vorauszusehen waren, muBten geplante Untersuchungen vorerst 
abgebrochen werden, die Vergleiche in den Reduktionswirkungen von 
Zuckern und Nichtzuckern auf den Verlauf und die Ergebnisse von ge- 
brauchlicheren Methoden der Bestimmung des Blutzuckers zum Gegen- 
stande haben. Aus dieser Sachlage erhellt vorlaufig fiir die Bewertung 
des Umfanges der Restreduktion durch Nichtkohlenhydrate eine zwar 
keineswegs prinzipielle, aber in ihren Folgerungen graduell nicht gleich- 
giiltige Modifikation der iiberschlaglichen Rechnungen. 

Legt man zunichst die bewaihrte makroskopische (Hydroxylamin-) 
Titration von I. Bang zugrunde, so ergibt sich eine Abweichung, die 
die anfinglichen Schaétzungen vergréBert. Fiir die bisher geaiuBerten 
Verhialtnisse der Reduktionsquoten steigender Kreatininmengen sprechen 
einige Griinde, die aber, wie gesagt, vorerst experimentell nicht weiter 
diskutiert werden kénnen. Ubernimmt man nun einstweilen die ur- 
spriinglichen, von Bang?) selbst ermittelten, spiater in der wertvollen 
Arbeit von Hilding-Lavesson®) verwerteten Betrige uneingeschrankt 
in die Erérterung iiber die Restreduktion als Grundlage, so verschieben 
sich alle Berechnungen, die an héhere Kreatininmengen ankniipfen, um 
rund die Halfte nach oben. Indem fiir 7 mg Kreatinin als Aquivalent 
im Reaktionsvorgange ganz allgemein 4,8 mg Glucose eingesetzt werden, 
wird sumit nach Bang die Reduktionskraft des Kreatinins unabhiangig 


1) Ivar Bang, diese Zeitschr. 2, 271, 1906; Berl. klin. Wochenschr. 


1907, Nr. 8. 
*) Hilding-Lavesson, diese Zeitschr. 4, 40, 1907. 
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von den relativen Reaktionsverhiltnissen als leidlich konstant angesehen 
und kann mit rund 70°), der Glucose beziffert werden. Verfolgen 
wir z. B. die von Myers und Fine’) gefundene Héchstzahl zur Reten- 
tionskreatininimie (intra vitam), die 33 mg in 100 ccm Blut angibt, so 
wiirden ebendieser rund 23 mg Glucose entsprechen. Bleibt man in 
einem schematischen Rechnungsbeispiele mit der Annahme von 80 mg 
Glucose, so wiirden also nahezu 30°/, der wahren Reduktion als Rest- 
reduktion, allein durch Kreatinin, figurieren. Demnach kann letzteres fiir 
sich in hohen (Grenz-)Werten an 30°/, der Gesamtreduktion ausmachen, 
wahrend Betrage, die an 20°), berechnet ergeben wiirden, nicht eben 
selten zu sein brauchen, wie Zahlen von Folin und Denis, Myers 
und Fine, Rosenberg, Feigl?*), Feigl und Luce’) lehren. Wie wir 
spater bei der Behandlung der Blutzuckerfrage im Gebiete des Morbus 
Brightii zu zeigen hoffen, spielt die Restreduktion des Kreatinins eine 
erhebliche Rolle, die unter obiger Annahme also héher als bisher dar- 
gelegt, zu bewerten ist. Sicher ist jedoch, daB die Frage der Reduk- 
tionskraft des Kreatinins, sowohl die reine Substanz, als auch die ent- 
sprechenden Gemische betreffend, manche problematischen und exper- * 
mentell diffizilen Ziige, namentlich bei der Methode Makro-Bang, ein- 
schlieBt. Abgesehen von der Menge des Lésungswassers, die gleich zu 
machen ist, spielt offensichtlich der Grad der Hydrolyse zum Kreatin 
eine Rolle, fiir den der etwaige, kaum je konstante Verlust von Kohlen- 
dioxyd in Betracht kommt. Sicher hat man es haufig mit Gemischen 
von Kreatinin und Kreatin (sekundar entstanden) zu tun, deren Reduk- 
tionsquote keine spezifische mehr ist und die nicht einheitlich von der 
Zeit des Kochens beeinfluBt wird — Erscheinungen, die in den viel- 
artigen Gemischen der Blutfiltrate iibereinander laufen. 

Fir die in die Diskussion der Restreduktionsverhiltnisse einge- 
fiihrten Grenz- und Normalwerte Gesunder kime eine Umformung des 
rechnerischen Uberschlages kaum in Frage, wofern nicht die obere 
Grenze des normalen Kreatingehaltes hinaufgesetzt wird auf 10 mg. 
Die hohen Grenzwerte fiir Gesamtkreatinin unter uramischen Verhalt- 
nissen findet man bei Folin mit iiber 30 mg, selbst bis 46 mg in 100 ccm 
aufgefiihrt; Feigl und Luce nennen solche ahnlichen AusmaBe bei 
akuter gelber Leberatrophie. 

Die Bedeutung des Kreatinins und Kreatins fiir die Frage der 
Restreduktion des Blutes erhellt sonach aus der Angabe, daB ersteres 
1/, der wahren Reduktion ausmachen kann und daB erst eingehendes 
deskriptives Material iiber das Vorkommen beider Stoffe in den verschie- 
densten Zustinden abgewartet werden muB, wo nicht die Pikratmethode 
von Lewis und Benedict wie von Myers und Bailey ihre Eignung 
weiterhin erweist unter Umgehung des fraglichen Anteiles im bis- 


*) Myers und Fine, Journ. of Biolog. Chem. 20, 391, 1915. 
*) Feigl, diese Zeitschr. 77, 202, 1916. 
’) Feig] und Luce, diese Zeitschr. 1917, 79 (Festschrift fir Joh. Orth.) 
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herigen Begriffe der Restreduktion. Bang selbst setzt die Reduktions- 
kraft der Harnsdéure zu 35°/, der reinen Glucose ein. Bleibt man bei 
dieser Annahme, so wiirden sich alle Betrachtungen iiber die Restreduk- 
tion durch Purin erniedrigen und die Uricémien ohne Kreatinin- bzw. 
Kreatinémie am wenigsten beeinfluBt werden. Fiir nephrogene Reten- 
tionen, die erfahrungsgemaB oft — nicht proportional — beide Gruppen 
erfassen, wiirde sich diese Herabsetzung durch die héhere Veranschlagung 
fiir Kreatinin kompensieren bzw. iberkompensieren. Zu solchen Fallen, 
deren Restreduktion aus hohem Purin- wie Kreatin- wie Kreatiningehalt 
hervorgeht, zaihlen auch die von Feig] und Luce beschriebene akute 
gelbe Leberatrophie, sowie Beri-Beri und Skorbut, auf deren Werte hin- 
zuweisen ist. Diese ergeben summarische Restreduktionen, die berechnet 
auf 80 mg Glucose, bis zur Hialfte dieses Betrages erreichen kénnen. 


Zur vorgenannten Arbeit 1916, Band 77, 3. und 4. Heft, S. 202, 
Zeile 9 soll es heiBen: .. . zu 200°), des Grundwertes und mehr... 









































eee are aren 


Kidelrieehere es 


datesenilileeittiy 











Uber heterophile Normalamboceptoren. 


Ein Beitrag zur Lehre von der Entstehung der nor- 
malen Antikoérper. 


Von 
Ulrich Friedemann. 


(Aus dem bakteriologischen Laboratorium des stadtischen Kranken- 
hauses Moabit.) 


(Bingegangen am 1. Januar 1917.) 


Durch die im Jahre 1911 beginnenden Arbeiten von 
For8mann haben unsere Kenntnisse von den Eigenschaften 
der Amboceptoren eine in ihrer Bedeutung noch nicht abzu- 
schétzende Erweiterung erfahren. War auch schon vorher ein 
Ubergreifen der Amboceptorwirkung auf die Zellen verwandter 
Tierspezies bekannt und mit der Ehrlich-Morgenrothschen 
Receptorenlehre durchaus im Einklang, so mu8 doch die aus 
den For8mannschen Versuchen sich ergebende Verbreitung 
des gleichen Antigens bei den fernstehendsten Tierarten als 
eine neue und biologisch sehr interessante Tatsache gewertet 
werden. 

Grundlegend war die Entdeckung ForB8manns’), daB es 
gelingt, durch Injektion von Meerschweinchen- und Pferde- 
organen beim Kaninchen spezifische Hamolysine fiir Hammel- 
blut zu erzeugen. Durch die Arbeiten von Orudschiew’), 
Sachs und Nathan®), Dérr und Pick‘), Tsuneoka’), Fried- 





1) Diese Zeitschr. 37, 78, 1911. 

*) Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 16, 268, 1913. 
5) Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 19, 235, 1913. 
*) Zeitsohr. f. Immunitatsforsch. 19, 251, 1913. 
5) Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 22, 567. 

*) Berl. klin. Wochenschr. 1913. 
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Organe der Katze, der Maus, der Schildkréte, des Hundes, 
des Huhns und die Kiemen einiger Fische die Bildung von 
Hammelblutamboceptoren auslésen, wahrend die Organe des 
Kaninchens, des Menschen, des Rindes, des Schweines, 
der Ratte, des Hammels, der Gans in dieser Hinsicht un- 
wirksam sind. In den Geweben der erstgenannten Tierklasse 
muB8 also ein Antigen vorhanden sein, das sich durch sein 
Vorkommen bei Vertretern der fernstehendsten Tierklassen von 
den bekannten, im allgemeinen artspezifischen Antigenen unter- 
scheidet. Uber die Verbreitung dieses interessanten Antigens 
in den verschiedenen Organsystemen sowie iiber seine Eigen- 
schaften verdanken wir vor allem den Arbeiten von Dé6rr 
und Pick’) AufschluB. Aus diesen Versuchen sei hervorge- 
hoben, da8B sich das For8mannsche Antigen von den meisten 
bekannten Antigenen durch eine so hochgradige Thermoresistenz 
auszeichnet, daB es stundenlang ohne Anderung seiner spezifi- 
schen Eigenschaften gekocht werden kann. Auf diesem Wege 
gelang es Dérr und Pick, nachzuweisen, daB in den Hammel- 
blutkorperchen zwei Antigene vorhanden sind, ein artspezifisches 
thermolabiles und das thermostabile ForBmannsche Antigen. 
Diesem letzteren Umstande verdankt auch das Hammelblut 
seine Eignung, als Indicator fiir For8mannsche Amboceptoren 
zu dienen. 

Uber die chemische Natur des For8mannschen Antigens 
ist, wie tiber die Antigene iiberhaupt, wenig bekannt, doch 
scheint es nach den Versuchen von Dorr und Pick in die 
Klasse der Nucleoproteide zu gehoren. 

Die durch heterologe Organinjektionen gebildeten Hammel- 
blutamboceptoren unterscheiden sich von den durch Hammel- 
blut erzeugten in mancher Hinsicht. Wahrend namlich die 
letzteren nach den Untersuchungen von Ehriich und Morgen- 
roth auch Ziegen- und Rinderblut lésen, wirken die ForB- 
mannschen Amboceptoren merkwiirdigerweise in spezifischer 
Weise nur auf Hammel- und Ziegenblut. Der Kiirze halber 
werde ich im folgenden die durch heterologe Organinjektionen 
erzeugten Ambocetoren als heterophile, die durch Hammelblut 
gebildeten als isophile bezeichnen. In dem gleichen Sinne sollen 





1) 1. ec. diese Zeitschr. 50. 
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die Organe, die das For8mannsche Antigen  enthalten, 
heterophile Organe genannt werden’). 

Die Beziehungen zwischen Antikérper und Antigen sind 
bei den heterophilen Amboceptoren ahnliche wie bei den 
isophilen. So haben besonders Orudschiew, Sachs und 
Nathan, sowie Doérr und Pick gezeigt, daB die Organe, 
welche heterophile Amboceptoren erzeugen, diese auch in vitro 
zu binden imstande sind. 

Nach diesen Feststellungen, die im wesentlichen die 
derzeitigen Kenntnisse iiber das Gebiet der heterophilen An- 
tigene und Amboceptoren umfassen, haben dann Sachs und 
Nathan, Dorr und Pick, ForBmann und Hintze”) gezeigt, 
daB die neuen Tatsachen geeignet sind, einige bisher unerklarte 
Beobachtungen im Gebiet der Anaphylaxie in einfacher Weise 
verstandlich zu machen, worauf jedoch im Rahmen dieser Ar- 
beit nicht naher eingegangen werden kann. 

In der folgenden Arbeit soll iiber Versuche berichtet wer- 
den, die sich mit den Beziehungen der heterophilen Ambo- 
ceptoren zu den Hammelblutamboceptoren des normalen Se- 
rums beschaftigen, eine Frage, die in mehr als einer Richtung 
Interesse beanspruchen kann. 

Folgende Punkte schienen mir einer experimentellen Er- 
forschung zuganglich zu sein: 

1. Entsprechen den immunisatorisch erzeugten heterophilen 
Amboceptoren im normalen Serum Amboceptoren von den glei- 
chen Eigenschaften? 

2. Wenn diese Frage bejaht wird, bestehen zwischen dem 
Gehalt des Serums an normalen heterophilen Amboceptoren 
und der Anwesenheit von heterophilem Antigen in den Organen 
irgendwelche Beziehungen? 

Der Nachweis von heterophilen Amboceptoren im _nor- 
malen Serum wiirde zunachst iiber die Genese der Immun- 
amboceptoren gewisse Aufschliisse geben, indem er, wie auf 


1) Friedberger hat die Bezeichnungen heterogenetisch und 
isogenetisch vorgeschlagen. Ich habe diese verlassen, weil sie zwar 
sehr passend fiir Immunamboceptoren sind, nicht aber fiir die in dieser 
Arbeit behandelten Normalamboceptoren. Auch ist es bei der Fried- 
bergerschen Benennung nicht méglich, einen entsprechenden Namen 
fiir die Organe zu finden. 

*) Diese Zeitechr. 44. 
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anderen Gebieten der Immunitatslehre, zeigen wiirde, daB die 
Immunk6rperbildung nur auf eine Steigerung physiologischer 
und bereits spezifisch gerichteter Zelltaétigkeit zuriickzufiihren 
ist. Das Vorhandensein normaler Antikérper gegen das hetero- 
phile Antigen wiirde weiterhin Fragen anregen, die bei den 
anderen Antikérpern des normalen Serums nicht auftauchen. 
Wahrend niamlich die bisher bekannten Hamolysine, Bakterio- 
lysine, Agglutinine des normalen Serums nur auf artfremde 
Antigene wirken, deren Vorhandensein im Organismus des das 
Serum liefernden Tieres als ausgeschlossen betrachtet werden 
kann, ist das heterophile Antigen ja gerade durch seine Ver- 
breitung in allen Klassen des Tierreiches ausgezeichnet. Bei 
dem haufigen Vorkommen von Hammelbluthimolysinen im 
Serum normaler Tiere, wire es daher von vornherein gar nicht 
ausgeschlossen, daB sich Antikérper und Antigen im gleichen 
Tier vorfinden. Damit ware aber die Mdglichkeit ge- 
geben, beide in urséchliche Beziehung zu bringen und 
damit zum erstenmal ein wenig Licht itiber die Ent- 
stehung der in ihrer biologischen Bedeutung bisher 
so dunklen normalen Antikérper zu verbreiten, 

Andererseits soll schon hier betont werden, daB die An- 
nahme einer Koexistenz von Antikérper und Antigen im Or- 
ganismus auf gewisse Schwierigkeiten st6Bt. Wie in vitro, so 
miiBte auch im Tierkérper eine Absittigung beider Stoffe er- 
felgen und damit der Nachweis zum mindesten einer der beiden 
Reaktionskomponenten unmdglich werden. Auch ware damit 
zu rechnen, daB diese Reaktion in vivo zu anaphylaktischen 
Erscheinungen fiihren kénnte, allerdings nicht miBte, da bei 
langsamem Reaktionsverlauf durch das Dazwischentreten anti- 
anaphylaktischer Prozesse die schadlichen Folgen fiir den Or- 
ganismus ausgeschaltet werden konnten. 

Es wire daher auch mit der Méglichkeit zu rechnen, daB 
zwischen dem Vorhandensein von heterophilem Antikérper und 
Antigen ein antagonistisches Verhiltnis besteht, indem die 
Existenz des einen — zum mindesten — die Nachweisbarkeit 
des anderen im gleichen Organismus ausschlieBt. Die Folge- 
rungen, die aus einem gesetzmaBigen Verhalten in diesem 
Sinne sich ergeben wiirden, sollen jedoch erst nach Mitteilung 
der tatsachlich festgestellten Befunde besprochen werden. 
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Diese kurzen Erérterungen sollten nur vorausgeschickt 
werden, um die Fragestellung zu prizisieren und zu zeigen, 
da8 die Auffindung einer GesetzmaBigkeit im einen 
oder anderen Sinne — wie ich glaube zum erstenmal — 
das Vorhandensein resp. Fehlen eines normalen Anti- 
kérpers im Serum aus den Beziehungen zu seinem 
Antigen ableiten lieBe, wahrend dies bei den iibrigen 
Normalantikérpern, wie bereits betont wurde, bisher 
nicht mdéglich ist. Es wiirde daraus folgen, daB auch 
unter physiologischen Verhaltnissen, nicht nur unter 
den kiinstlichen des Experimentes eine Wechselwirkung 
von Antikérper und Antigen im Organismus stattfinden 
kann, und damit den nach der Entdeckung der Cyto- 
toxine so zahlreich unternommenen spekulativen Ver- 
suchen, die Cytotoxinlehre fiir die Pathogenese in- 
nerer Erkrankungen heranzuziehen, vielleicht eine 
gewisse experimentelle Grundlage gewahrt werden. 

An Beziehungen der heterophilen Amboceptoren zu den 
Normalamboceptoren hat schon Friedberger gedacht, aller- 
dings in einem Sinne, der einer experimentellen Kritik nicht 
standhielt. Friedberger zog namlich den Antigencharakter 
der heterophilen Organe iiberhaupt in Zweifel. Aus seinen Ver- 
suchen mit Schiff*) glaubte er den SchluB ziehen zu diirfen, 
daB die Entstehung der heterophilen Amboceptoren durch einen 
unspezifischen Reiz erklirt werden kénnte, der durch die Giftig- 
keit dieser Organe bedingt ist. Nach den Untersuchungen von 
Dorr und Pick sind aber die von Friedberger und Schiff 
erzielten Steigerungen des Amboceptorgehaltes zu geringfiigig, 
um mit den auBerordentlich wirksamen For8mannschen Ha- 
molysinen verglichen zu werden. Auch konnten die genannten 
Autoren die nahen Beziehungen zwischen Giftigkeit und Ha- 
molysinbildungsvermégen der Organe nicht bestitigen. Die 
Inkubationszeit, die fiir die Bildung der heterophilen Ambo- 
ceptoren die gleiche ist, wie fiir die der isophilen, ferner der 
von Orudschiew, Sachs und Nathan, Dorr und Pick er- 
brachte Nachweis der Bindung der heterophilen Amboceptoren 
durch heterophile Organe in vitro lassen vollends keinen Zweifel, 
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daB die Entstehung der heterophilen Hamolysine ein wirklicher 
Immunitatsvorgang ist. 

Hingegen hat bereits For8mann, wie ich nach der In- 
angriffnahme meiner Untersuchungen festgestellt habe, zum 
Teil in Gemeinschaft mit Hintze, Versuche mit normalem 
Kaninchenserum angestellt, aus denen hervorgeht, daB dessen 
Normalamboceptoren von Meerschweinchenorganen gebunden 
werden. Da es jedoch bei dem gegenwartigen Stand unserer 
Kenntnisse méglich ist, heterophile Amboceptoren durch Heran- 
ziehung der verschiedensten heterophilen und nicht  hetero- 
philen Antigene scharfer zu charakterisieren, so habe ich auch 
meine eigenen Versuche mit Kaninchenserum nochmals mitgeteilt. 

Durch die zuletzt angefiihrten Arbeiten ist namlich die 
Moéglichkeit gegeben, den Charakter von Hammelblutambocep- 
toren auch dann mit Sicherheit festzustellen, wenn die Art 
ihrer Entstehung unbekannt ist, wie dies ja fiir die Normal- 
amboceptoren zutrifft. Zu diesem Zweck stelle ich die in diesen 
Arbeiten festgestellten Eigenschaften der heterophilen und iso- 
philen Amboceptoren einander gegeniiber: 

Isophile Heterophile 
lésen: Hammelblut, Ziegen- | lésen: Hammelblut, Ziegenblut; 
blut, Rinderblut; | 
werden gebunden: voll- werden gebunden durch: 
standig durch Hammelblut, § Hammelblut, durch die Or- 
partiell durch Ziegen- und gane von Meerschwein, Pferd, 


Rinderblut; Katze, Hund, Huhn, Maus, 
Schildkréte, gekochtes Ham- 
melblut; 


sie werden nicht gebun- | sie werden nicht gebunden 

den durch: heterophileOr- | durch: Rinderblut,Organe von 

gane. | Kaninchen, Mensch, Schwein, 
Rind, Gans, Hammel. 


Durch Absorptionsversuche in vitro muB es also méglich 
sein, festzustellen, ob die Normalamboceptoren zum Typus der 
heterophilen oder isophilen Amboceptoren gehoren. 

Die untersuchten Sera stammten vom Kaninchen, 
Mensch, Schweih, Rind, Meerschwein, Katze, Hund, 
Pferd. 
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Als Antigen verwandte ich in den Absorptionsversuchen 
gekochtes Hammelblut, ferner aus der Gruppe der hetero- 
philen Antigene Meerschweinchen- und Pferdeorgane. Von 
nicht heterophilen Organen kamen die von Rind, Schwein, 
Mensch in Anwendung. 


Die Versuchsanordnung war in allen Versuchen die folgende: die 
Sera der untersuchten Tierarten wurden durch '*/,stiindiges Erwirmen 
auf 56° inaktiviert. In einigen besonders angefiihrten Fallen wurden 
auch niedrigere Inaktivierungstemperaturen angewendet. 

Das gekochte Hammelblut wurde nach der Vorschrift von Sachs 
und Nathan hergestellt: Gewaschenes Hammelblut wurde mit der 
doppelten Menge destillierten Wassers digeriert, sodann auf 0,85°/, mit 
Kochsalz besalzen, eine Stunde lang im Wasserbad gekocht und durch 
ein Drahtnetz geschickt. 

Zur Herstellung der Organemulsionen wurden 3 g der Organe ab- 
gewogen und mit 15 ccm 0,85°/,iger NaCl-Liésung in einer Reibschale 
fein verrieben. 

Im Versuch selbst wurden nun 1,5 cem inaktives Serum und 1,5 ccm 
Organemulsion gemischt, 45 Minuten bei 37° im Thermostaten gehalten 
und danach zentrifugiert. Die Abgiisse blieben dann iiber Nacht im 
Kisschrank. Zur Kontrolle wurden 1,5 ccm Serum mit 1,5 com 0,85°/, iger 
NaCl-Lésung versetzt und in der gleichen Weise behandelt. Von den 
Abgiissen wurden Verdiinnungen in je 1 ccm Kochsalzlésung hergestellt, 
so daB das erste Réhrchen 0,5 ccm, die folgenden 0,25, 0,125, 0,062, 
0,031, 0,016, 0,008 com des Abgusses enthalten. Zu diesen Verdiinnungen 
kommt je 1 ccm 5°/,iges Hammelblut. Um etwa aus den Organen in 
Lésung gegangene, das Ergebnis triibende antikomplementare Substanzen 
auszuschlieBen, wurden die Réhrchen nach Istiindigem Stehen bei 37° 
zentrifugiert und die Blutkérperchensedimente unter Komplementzusatz 
auf die Anwesenheit von Amboceptoren gepriift. Zu diesem Zweck wur- 
den sie mit 3 ccm einer 60fachen Verdiinnung von frischem Meer- 
schweinchenserum in 0,85°/,iger NaCl-Lésung beschickt und durch 
Schiitteln darin verteiJt. Ablesung des Resultats nach 2stiindigem Auf- 
enthalt im Thermostaten bei 37°. 

In einigen Fallen, in denen die Vorpriifung einen sehr geringen 
Amboceptorgehalt des Serums ergeben hatte, wurden die Organemulsionen 
vor dem Gebrauch zentrifugiert und das Sediment mit concentriertem 
Serum versetzt. Diese Faille sind in den Protokollen besonders aufge- 
fiihrt, ebenso ist angegeben, wann die Abgiisse sofort nach dem Zentri- 
fugieren geprift wurden. 


Die in den folgenden Protokollen wiedergegebenen 
Versuchsresultate zeigen nun ganz eindeutig, daB die 
Hammelblutamboceptoren des Kaninchen-, Menschen- 


und Schweineserums dem heterophilen Typus ange- 
Biochemische Zeitschrift Band 80. 23 
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hoéren. Sie werden quantitativ gebunden von gekochtem Ham- 
melblut, Meerschweinchen- und Pferdeorganen, bleiben 
hingegen ganzlich unbeeinfluBt durch Rinder-, Schweine- 
und Menschenorgane. Sie stehen daher in keiner Beziehung 
zu dem artspezifischen Antigen der Hammelbluterythrocyten, 
sondern nur zu dem in ihnen enthaltenen heterophilen Antigen. 

Im Zusammenhang damit ist es interessant, daB die Sera 
der genannten Tierarten Normalhimolysine fir Rinderblut 
nicht besitzen. Fiir das Kaninchenserum war dies bekannt, 
fiir die anderen Sera habe ich dies in besonderen Versuchen 
festgestellt. Ein solches Verhalten war durchaus nicht not- 
wendigerweise zu erwarten, denn es ware ja mdglich gewesen, 
daB die Sera neben den heterophilen Amboceptoren und ganz 
unabhingig davon Rinderblutamboceptoren besitzen. Deren 
volliges Fehlen ist aber jedenfalls cin weiterer Beweis fiir die 
Zugehorigkeit der angefiihrten Amboceptoren zum heterophilen 
Typus. 

Die Untersuchung der anderen Tiersera zeigt aber, dah 
diesem Befund allgemeine Giiltigkeit nicht zukommt. Zunachst 
fand sich eine Reihe von Tieren, deren Sera iiberhaupt Ham- 
melblutamboceptoren nicht in ausreichenden Mengen enthielten. 
In diese Gruppe gehéren das Meerschweinchen- und Katzen- 
serum. Auch das Pferdeserum wurde in den meisten Fallen 
frei von Hammelblutamboceptoren gefunden. Nur in einem 
Fall war ein Absorptionsversuch ausfiihrbar, und dieser ergab, 
daB die Hammelblutamboceptoren von Meerschweinchenorganen 
nicht gebunden wurden. Noch deutlicher war dies Verhalten 
beim Hundeserum, dessen bisweilen recht kraftig wirksame 
Hammelbluthaimolysine durch heterophile Organe nicht ge- 
bunden werden. Es ergibt sich also, daB Meerschwein- 
chen- und Katzenserum Hammelbluthamolysine nicht 
enthalten und da& die Himolysine des Pferde- und 
Hundeserums, wenn sie vorhanden sind, dem isophilen 
Typus angehéren. 

Beim Rinderserum ergaben sich in den einzelnen Ver- 
suchen nicht iibereinstimmende Resultate, die einer Erklarung 
vorlaufig nicht zugiinglich sind. Vor ajlem diirfte dies fiir die 
in einzelnen Versuchen beobachtete Bindung der Hammelblut- 
himolysine des Rinderserums durch nicht heterophile Organe 
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zutreffen. Eine eingehendere Diskussion dieser Versuche findet 
sich in den Protokollen. 

Die Tierarten, deren Sera untersucht wurden, zerfallen 
also in zwei Gruppen, deren eine (Kaninchen, Mensch, Schwein) 
heterophile Amboceptoren besitzt, waihrend bei der anderen 
(Meerschwein, Katze, Hund, Pferd) gar keine Hammelblut- 
hamolysine oder nur isophile Amboceptoren vorkommen. 
Ein Vergleich mit den in der Einleitung genauer be- 
sprochenen Versuchen von For8mann, Dérr und Pick, 
Orudschiew u.a. ergibt nur, daB die gleiche Gruppie- 
rung entsteht, wenn die Tiere nach dem Vorhanden- 
sein heterophilen Antigens in ihren Organen geordnet 
werden, und zwar besitzen die Tiere mit heterophilen 
Organen (Meerschwein, Katze, Hund, Pferd) keine 
heterophilen Amboceptoren, wahrend umgekehrt das 
Vorhandensein von heterophilen Amboceptoren (Ka- 
ninchen, Mensch, Schwein) den Nachweis heterophiler 
Antigene in den Organen ausschlieBt. Zwischem dem 
Vorhandensein heterophiler Antikérper und Antigene 
besteht also in der Tat ein antagonistisches Ver- 
halten’). 

Bei dem Versuch einer Erklirung dieser iiberraschenden 
GesetzmaBigkeit werden wir uns der Moglichkeit nicht ver- 
schlieBen kénnen, daB es sich hier um Regulationen handelt, 
die im Organisationsplan des Tierkérpers bereits als Anlagen 
vorhanden sind und als solche sich natiirlich einer eingehen- 
deren Analyse vollig verschlieBen. Wir miBten uns dann mit 
der Annahme eines schon von Ehrlich angenommenen horror 
autotoxicus begniigen, der mehr eine Umschreibung als eine 
Erklarung der Tatsachen darstellt. Abgesehen davon, daB eine 
solche Auffassung wenig befriedigend wire, st6Bt sie aber auch 


1) Wie Dorr und Pick bereits gefunden haben, lassen sich bei 
Tieren mit heterophilem Organsystem durch Injektion heterophiler Or- 
gane keine Hammelbluthimolysine erzeugen. Dieser Befund ]aéBt jedoch 
auf das Verhalten der Normalhimolysine noch keine Schliisse ziehen. 
Denn es ware ja méglich, daB durch das Vorhandensein heterophiler 
Antigene das Bildungsvermégen des Organismus fiir heterophile Ambo- 
ceptoren bereits maximal in Anspruch genommen ist, so daB eine wei- 
tere kiinstliche Steigerung nicht zu erzielen ware. 
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bei konsequenter Durchfiihrung auf Schwierigkeiten. Denn 
nehmen wir an, daB die Anlagen fiir das Antigen und den 
Antikérper unabhangig voneinander gebildet werden, so ware 
nicht zu verstehen, warum zwischen ihnen eine so feste Ge- 
setzmiBigkeit bestehen sollte. Eine Wechselwirkung ware zwi- 
schen ihnen aber nur denkbar, wenn sie bereits vorhanden 
sind, und wir werden so zu dem Schlu8B gedringt, daB sich 
das von uns beobachtete antagonistische Verhalten erst se- 
kundar herausbildet, nachdem die Anlagen bereits gegeben sind. 

Die Ausbildung der tatsichlich beobachteten Verhaltnisse 
wiirde sich am einfachsten unter der Annahme erkliren lassen, 
da8 primir das heterophile Antigen in den Organen aller Tier- 
arten vorhanden ist. Bei der dann einsetzenden Bildung hetero- 
philer Amboceptoren erfolgt nun eine Reaktion zwischen Anti- 
kérper und Antigen, bei der beide Reaktionskomponenten zum 
Teil verbraucht, vielleicht zerstért werden. Von der Menge des 
vorhandenen Antigens einerseits, von der Intensitét der Anti- 
kérperbildung andererseits wird es abhiangen, welche der 
Komponenten nach der Reaktion im Uberschu8 zuriickbleibt. 
Bei reichlich vorhandenem Antigen und schwacher Antikérper- 
bildung werden sich die Verhialtnisse herausbilden, denen wir 
beim Meerschweinchen, der Katze, dem Hund und dem Pferd 
begegnet sind. Ist umgekehrt die Antikérperbildung kriftig, 
die Menge des heterophilen Antigens gering, so wird dieses 
fiir den experimentellen Nachweis verschwinden, die Antikérper 
werden im Serum iibrig bleiben, wie wir dies beim Kaninchen, 
Menschen und Schwein gefunden haben. 

Auf ganz anderem Wege gelangten Bail‘) und Margulies 
zu sehr interessanten Resultaten, die ich als eine experimen- 
telle Stiitze der im vorigen ausgesprochenen Annahmen ansehen 
méchte. Diese Autoren glauben nimlich auf Grund ihrer Ver- 
suche in dem Bindegewebe den Sitz des heterophilen Antigens 
suchen zu miissen, und da sie dieses fiir artspezifisch werig 
differenziert halten, so gelangen auch sie zu der Vermutung, 
daB das verschiedene Verhalten der Organe bei den einzelnen 
Tierarten nicht primar in den Eigenschaften dieser Organe 
begriindet ist, sondern auf eine sekundére Einwirkung des 


1) Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 19, 185. 
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Serums zuriickgefiihrt werden muBb. Um diese Annahme zu 
priifen, digerierten sie die Organe von Meerschweinchen und 
Pferd mit dem Serum von Kaninchen, Mensch, Rind, Schwein, 
Schaf und stellten fest, daB nach diesem Eingriff in der Tat 
das Bindungsvermégen fiir Hammelbluthaimolysine verloren ge- 
gangen ist. Es mu8 also im Serum dieser Tiere ein Stoff vor- 
handen sein, der das heterophile Antigen bindet resp. zerstért. 
Allerdings glauben Bail und Margulies die Annahme ab- 
lehnen zu miissen, daB dieser Stoff mit dem normalen Ham- 
melbluthamolysin dieser Sera identisch ist. Sie fanden nim- 
lich, daB der Hamolysingehalt der Sera nach dem Absorptions- 
versuch nur sehr wenig abgenommen hatte. Sieht man aber 
die Versuchsprotokolle genauer durch, so scheint dieses Ar- 
gument wenig Beweiskraft zu besitzen. Einmal verwandten 
Bail und Margulies sehr geringe Organmengen, so dali die 
Absorption schon von vornherein nur eine geringfiigige sein 
konnte. Sodann kann aber die iibliche Art, in der Absorp- 
tionsversuche ausgefiihrt werden, iiberhaupt leicht zu Tau- 
schungen iiber die Menge der absorbierten Substanz AnlaB 
geben. Wenn die Abgiisse in abfallenden Mengen austitriert 
werden, die stets um 100°), voneinander verschieden sind, so 
bedeutet eine Verschiebung der Titergrenze um nur ein Rohr- 
chen schon eine Absorption von 50°/, der Substanz. In einem 
von den Autoren mitgeteilten Versuch findet aber beim Aus- 
titrieren der Abgiisse sogar ein Sprung von 0,5 auf 0,1, also 
um 500°),, statt. Da8 die Hammelbluthimolysine von den 
Meerschweinchen- und Pferdeorganen nicht gebunden werden, 
ist also durch die Angaben von Bail und Margulies nicht 
erwiesen, im Gegenteil zeigen die in meiner eigenen Arbeit 
mitgeteilten Resultate mit aller Sicherheit, daB die Bindung 
tatsichlich eintritt und nur infolge der von den Autoren ge- 
wahlten Methodik dem Nachweis entgangen ist. 

Damit soll natiirlich nicht behauptet werden, dab der Stoff, 
welcher die beobachtete Verinderung der Meerschweinchen- 
organe bewirkt, nun wirklich das Normalhammelbluthamolysin 
sein muB. Diese Frage, die nur durch weitere Versuche ent- 
schieden werden kénnte, tritt aber auch an Bedeutung zuriick 
hinter dem Nachweis, daB iiberhaupt die heterophilen Organe 
durch die Sera von Tieren der Kaninchengruppe unwirksam 
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gemacht werden kénnen. Denn danach ist der von mir auf 
Grund meiner eigenen Versuche gemachte Schlu8 durchaus 
berechtigt, daB auch bei jenen Tieren, deren Serum Hammel- 
bluthamolysine enthalt, das heterophile Antigen primar in den 
Organen vorhanden ist. Damit ware aber die Méglich- 
keit gegeben, die Entstehung der normalen Hammel- 
bluthamolysine in der gleichen Weise wie die der Im- 
munhamolysine durch den Reiz seines zugehérigen 
Antigens zu erklaren, und fiir eines der ratselvollsten 
Probleme der Immunitatslehre eine sehr einfache L6- 
sung in Aussicht gestellt. 

Bei der Wichtigkeit, die das Problem der normalen 
Antikérper fur die Theorie der Immunitatsvorginge besitzt, 
werden natiirlich noch weitere experimentelle Priifungen der 
aufgeworfenen Fragen erwiinscht sein. Aufschliisse wird viel- 
leicht die Untersuchung fétaler Organe bringen, da ja die 
Bildung der normalen Antikérper teilweise erst waihrend des 
extrauterinen Lebens erfolgt und médglicherweise beim Foétus 
noch die primaren Verhiltnisse in den Organen anzutreffen 
sind. Doch ist mein experimentelles Material in dieser Richtung 
noch nicht ausreichend, um daraus Schliisse zu ziehen. 





Jedenfalls haben die mitgeteilten Versuchsergebnisse ge- 
zeigt, daB auf dem beschrittenen Wege mancherlei Aufschliisse 
iiber das Vorkommen normaler Hamolysine bei den verschie- 
denen Tierspezies zu gewinnen sind, die nach dem bisherigen 
Stand unserer Kenntnisse nicht zu erwarten waren. Nicht nur 
konnte der Gehalt des Serums an heterophilen Amboceptoren 
in gesetzmaBige Beziehung zum Antigengehalt der Organe ge- 
bracht werden; auch das Vorkommen von Amboceptoren fiir 
Rinderblut erwies sich als in einem gewissen Zusammenhang 
mit den Hammelbluthimolysinen stehend. Im folgenden méchte 
ich nun noch einige Beobachtungen mitteilen, die den Gedanken 
nahelegen, daB auch individuelle Differenzen menschlicher Sera 
mit den in dieser Arbeit behandelten Verhiltnissen im Zu- 
sammenhang stehen kénnten. 

Im Jahre 1901 hatte ich Gelegenheit, auf Anregung von 
Herrn Prof. E. NeiBer hamolytische Untersuchungen an dem 
Krankenmaterial des stidtischen Krankenhauses in Stettin an- 
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zustellen. Diese Versuche verfolgten den Zweck, Beziehungen 
des Himolysingehaltes des Menschenserums zu den _verschie- 
densten Erkrankungen aufzusuchen, um auf diesem Wege viel- 
leicht die Serologie diagnostischen Zwecken zuginglich zu 
machen. Als Blutart kamen Kaninchenblutkérperchen zur An- 
wendung. In vielen Hunderten von Untersuchungen stellte 
sich aber damals heraus, daB der Titer des Menschenserums 
fiir Kaninchenblut unter den gleichen Versuchsbedingungen 
ein absolut konstanter war. Ganz im Gegensatz hierzu steht 
nun das Verhalten des Menschenserums gegeniiber Hammel- 
blutkérperchen. Herr Dr. Diinner hat auf meine Veranlassung 
60 Menschensera nach dieser Richtung untersucht und ge- 
funden, daB der Titer in den weitesten Grenzen schwankt. 
Neben Sera, die Hammelblut iiberhaupt nicht lésten, fanden 
sich solche, die noch in der Menge von 0,004 ccm komplette 
Hamolyse von 1 ccm 5°/,igem Hammelblut bewirkten, und 
dazwischen fanden sich alle méglichen Uberginge. Auch der 
haimolytische Titer des Kaninchenserums fiir Hammelblut ist 
nach meinen Untersuchungen bei den verschiedenen Tieren 
ein sehr schwankender, Dieses dem Kaninchenblut ganz ent- 
gegengesetzte Verhalten des Hammelbluts scheint mir sehr 
bemerkenswert zu sein, und médglicherweise mit den Be- 
ziehungen der Hammelbluthaimolysine zum heterophilen Antigen 
im Zusammenhang zu stehen. Denn es ist ohne weiteres ver- 
standlich, daB die Beziehungen zwischen den Hammelblut- 
hamolysinen und dem heterophilen Antigen nicht bei allen 
Tieren derselben Spezies genau die gleichen seien und dadurch 
ein sehr verschiedenes Blutbild bedingen werden. 


A. Versuche mit Kaninchenserum. 
I. Absorption mit gekochtem Hammelblut. 
Versuchsanordnung s. oben. 














‘Kaninchenserum A . Kaninchenserum B Kaninchenserum C 
AbguB | Kontrolle | Abgu8 | Kontrolle | Abgu8 | Kontrolle 
0,5 0 komplett | stark | komplett 0? | komplett 
0,25 0 " or | » 0 , 
0,125 | “ 0 | stark 0 * 
0,062 0 stark 0 | Spur 0 stark 
0,031 0 wenig or} 0 0 deutlich 
0,016 0 Spur 0 0 0 Spur 
0,008 0 0 0 0 a ee 
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II. Absorption mit Meerschweinchenniere. 
Versuchsanordnung s. oben. 
. Kaninchenserum A | Kaninchenserum B | Kaninchenserum C 
Abgu8 | Kontrolle | Abgu8 | Kontrolle | Abgu8 | Kontrolle 
0,5 0 | komplett 0 komplett 0 | komplett 
0,25 b) 0 ” 0 } ” 
0,125 0 = fast kompl. 0 {fast kompl. ea - 
0,062 0 deutlich 0 stark 0 | stark 
0,031 0 | wenig 0 | deutlich 0 | deutlich 
0,016 Q | Spur 0 wenig 0 wenig 
0,008 et Sa 0 Spur 0 Spur 
III. Absorption mit Pferdeniere. 
Versuchsanordnung 8s. oben. 
hed ~ Kaninchenserum A a ~ Kaninchenserum C se! 
AbguB | Kontrolle Abgu8 | Kontrolle 
0,5 0 | komplett 0 | komplett 
0,25 0 ” 0 | ~ 
0,125 ete Fee ie . 
0,062 0 deutlich 0 fast komplett 
0,031 0 wenig 0 wenig 
0,016 0 | 0 Spur 
0,008 0 0 0 0? 
IV. Absorption mit Rinderleber. 
Versuchsanordnung s. oben. 
ees hele Kaninchenserum A Kaninchenserum C 
Abgu8 | Kontrolle AbguB Kontrolle 
0,5 komplett | komplett komplett komplett 
0,25 ~ ~ - - 
0,125 ” | ” ” n 
0,062 deutlich | stark ~ » 
0,031 Spur | Spur stark stark 
0,016 0 0 Spur Spur 
0,008 0 0 0 0 
V. Absorption mit Schweineleber. 
Versuchsanordnung s. oben. 
| Kaninchenserum A Kaninchenserum C 
AbguB Kontrolle AbguB | Kontrolle 
0,5 komplett | komplett komplett | komplett 
0,25 n | b) n | n 
0,125 ” | ” n n 
0,062 wenig | stark - | deutlich 
0,031 Spur wenig Spur | 0? 
0,016 0 Spur 0 0 
0,008 0 0 0 0 
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VI. Absorption mit Menschenniere. 
Versuchsanordnung s. oben. 














_Kaninchenserum A | __Kaninchenserum C 
AbguB Kontrolle Abgu8 Kontrolle 
0,5 komplett komplett komplett | komplett 
0,25 - - - + 
0,125 ” - “ - 
0,062 stark fast komplett | fast komplett - 
0,031 wenig wenig deutlich | stark 
0,016 Spur Spur Spur wenig 
0,008 0 0 0 Spur 








Die Versuche zeigen in eindeutiger Weise, daB die 
Hammelblutamboceptoren des normalen Kaninchen- 
serums durch gekochtes Hammelblut, Meerschwein- 
chen- und Pferdeniere vollstandig oder fast voll- 
standig absorbiert werden, nicht hingegen durch 
Rinderleber, Schweineleber und Menschenniere. Die 
Normalamboceptoren des Kaninchenserums verhalten 
sich also im Absorptionsversuch vollkommen wie die 
immunisatorisch erzeugten heterogenetischen Ambo- 
ceptoren. 

B. Versuche mit Menschenserum. 
I. Absorption mit gekochtem Hammelblut. 
Versuchsanordnung s. oben. 











-' | Menschenserum A | Menschenserum B | Menschenserum C_ 
Abgu8 | Kontrolle | Abgu8 Kontrolle | Abgu8 | Kontrolle 
0,5 fast kompl.| komplett 0 | wenig Spur komplett 
0,25 stark s 0 0 . 
0,125 wenig ” 0 0 0 deutlich 
0,062 0 . 0 0 0 wenig 
0,031 0 jfast kompl.| 0 0 0 ‘ 
0,016 0 | wenig a 0 4 0 
0,008 0 | Spur ieee 0 0 | 0 











II. Absorption mit Meerschweinchenniere. 
Versuchsanordnung s. oben. 




















Ly Menschenserum A ; _ Menschenserum a 

AbguB Kontrolle Abgu8  _|—s Kontrolle 

0,5 Spur komplett 0 komplett 

0,25 0 - 0 . 

0,125 0 . 0 - 

0,062 0 - 0 deutlich 

0,031 0 - 0 | wenig 

0,016 0 . 0 — 

0,008 0 wenig 0 0 
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III. Absorption mit Pferdeniere. 
Versuchsanordnung s. oben. 
__Menschenserum A | _ Menschenserum C 
Abgu8 | Kontrolle “AbguB Kontrolle- 
0,5 0 komplett 0 | komplett 
0,25 0 - 0 stark 
0,125 0 , 0 wenig 
0,062 0 stark 0 Spur 
0,031 0 deutlich 0 7 
0,016 0 wenig 0 | ” 
0,008 0 0 | * 
IV. Absorption mit Rinderleber. 
Versuchsanordnung s. oben. 
~———|_Menschenserum A ___| _Menschenserum © 
AbguB Kontrolle AbguB | Kontrolle 
0,5 ger Lae | komplett komplett komplett 
0,25 | ” ” , 
0,125 ” ” ” deutlich 
0,062 | . stark 0 
0,031 fast komplett Spur 0 
0,016 | 0 0 0 
0,008 0 0 9 0 
V. Absorption mit Schweineleber. 
Versuchsanordnung s. oben. 
barons ‘| Menschenserum A Menschenserum C 
Abgu8 | Kontrolle AbguB Kontrolle 
0,5 komplett komplett komplett komplett 
0,25 - . - “ 
0,125 ” n fast komplett | fast komplett 
0,062 . + 0? Spur 
0,031 stark . 0 | 
0,016 0 Spur 0 0 
0,008 0 - 0 | 0 
VI. Absorption mit Menschenniere. 
Versuchsanordnung s. oben. 
wean Menschenserum ae a. eee, Menschenserum | Cc 
Abgu8 | Kontrolle Abgu8 Kontrolle 
0,5 komplett komplett komplett komplett 
0,25 , . wenig deutlich 
0,125 ~ ” Spur Spur 
0,062 deutlich stark 0 0 
0,031 Spur Spur 0 0 
0,016 0 0 0 0 
0,008 0 0 0 | 0 
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Ergebnis: Auch die Hammelbluthamolysine des 
normalen Menschenserums sind als heterophile Anti- 
kérper anzusehen. 


C. Versuche mit Rinderserum. 

I. Absorption mit Meerschweinchen- und Menschenniere. 

Da der Amboceptorgehalt des Rinderserums fiir Hammel- 
blut ein verhaltnismaBig geringer ist, so wurde in diesem Ver- 
such das Sediment von 3 com der Organemulsion (1 Gewichts- 
teil Organ auf 5 ccm 0,85°/,iger NaCl-Lésung) mit 3 ccm des 
1/, Stunde auf 56° erwirmten Rinderserums versetzt und durch 
Schiitteln darin verteilt. Sonst die gleiche Versuchsanordnung 
wie in den friiheren Versuchen. 














1. 
| Meerachweinchenniere mi % _ Menschenniere 
AbguB Kontrolle AbguB | Kontrolle 

1 0 | komplett |fast komplett| komplett 
0,5 0 5 deutlich . 
0,25 0 fast komplett wenig fast komplett 
0,125 0 deutlich 0 wenig 
0,062 0 0 0 0 
0,031 0 0 0 | 0 








Wie nach den bisherigen Ergebnissen zu erwarten war, 
wurden die Hammelblutamboceptoren durch Meerschweinchen- 
niere vollstindig absorbiert. Aber auch die Menschenniere hat 
eine, wenn auch schwichere, so doch deutliche Abnahme des 
Amboceptorgehaltes herbeigefiihrt, ein Resultat, das bei dem 
Fehlen For8mannscher Receptoren in den Organen des Men- 
schen zunichst nicht erklirt werden konnte. Es wurde des- 
halb der folgende Versuch mit Rinderleber, Schweineleber und 
Pferdeniere angestellt. 

II. Absorption mit Rinderleber, Schweineleber und 
Pferdeniere angestellt. 
Versuchsanordnung s. vorigen Versuch. 














Rinderleber | Schweineleber | Pferdeniere | Kontrolle 
4; 0 0 0 komplett 
0,5 0 0 | 0 | fast komplett 
0,25 0 | 0 0 | wenig 
0,125 0 0 0 
0,062 0 0 0 0 
0,031 0 0 0 0 
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Auch in diesem Versuch vermag die Pferdeniere die 
Amboceptoren an sich zu reiBen, aber auch Rinder- und 
Schweineleber, die keine For8mannschen Receptoren besitzen, 
absorbieren vollstindig die Hammelbluthimolysine. Da in 
diesem Versuch die Versuchsanordnung gegeniiber den friiheren 
etwas geindert war, so wurde zundchst nochmals ein Versuch 
mit Menschenserum und Menschenniere unter genau den gleichen 
Versuchsbedingungen ausgefiihrt. 


III. Absorption von Menschenserum durch Menschen- 
niere. 
Das Sediment von 3 ccm der Menschennierenemulsion 
(1 Teil Niere auf 5 Teile 0,85°/,ige NaCl-Lésung) wird mit 
3 ccm */, Stunde auf 56° erwairmten Menschenserums versetzt, 
45 Minuten bei 37° im Thermostaten nach dem Zentrifugieren 
bis zum folgenden Tag im Eisschrank gehalten. 

















AbguB8 Kontrolle 
1 komplett komplett 
0,5 . ~ 
0,25 - ~ 
0,125 fast komplett - 
0,062 wenig fast komplett 
0,031 0 wenig 


Tatsaichlich wird bei dieser Versuchsanordnung, bei der 
konzentriertes Serum auf das Organsediment einwirkte, eine 
geringe Menge Amboceptor auch aus Menschenserum durch 
Menschenniere absorbiert. Doch ist diese Absorption zu gering- 
fiigig, um die Ergebnisse beim Rinderserum allein durch die 
Methodik zu erklaren. 

In dem folgenden Versuch wurde nun die Versuchs- 
anordnung in einigen Punkten abgedndert. Die Abgiisse von 
den Organsedimenten blieben nicht bis zum folgenden Tag im 
Eisschrank, sondern wurden am gleichen Tage austitriert. Die 
mit diesen Abgiissen sensibilisierten Hammelblutkérperchen 
wurden vor dem Komplementzusatz noch einmal mit 0,85°/,iger 
NaCl-Lésung gewaschen, um etwaige aus den Organen stam- 
mende Hemmungsstoffe griindlich zu entfernen. Im _ ibrigen 
wirkten auch in diesen Versuchen 3 ccm konzentriertes Rinder- 
serum auf die Organsedimente ein. 
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IV. Absorption mit Menschen-, Meerschweinchen- und 
Pferdeniere, Rinderleber und Schweineleber. 

















Meer- | . ; 
; Pferde-| Menschen-| Rinder- | Schweine- ,, 
schweinchen-| ‘ere niere leber | leber | ontrolle 

niere 
1 0 0 komplett _komplett komplett | komplett 
0,5 0 0 ~ - . ” 
0,25 0 0 | fast kompl. , ” . 
0,125 0 0 | wenig wenig wenig wenig 
0,062 0 0 Spur Spur Spur Spur 


Dieser Versuch ergibt wieder das von der Theorie ge- 
forderte Verhalten, indem Meerschweinchen- und Pferdeniere 
absorbieren, Menschenniere, Rinderleber und Schweineleber 
unwirksam sind. Weitere Versuche ergeben jedoch, daB auch 
bei genauester Innehaltung der in diesem Versuch angegebenen 
Arbeitsbedingungen die Resultate nicht iibereinstimmend aus- 
fallen. 

In dem folgenden Versuch wurde ein neues Rinderserum 
verwandt, das nur bei Meerschweinchenniere eine ganz gering- 
fiigige Absorption zeigte (Versuch V). Das 1 Tag alte Serum 
verhielt sich noch ebenso (Versuch VI); als jedoch das gleiche 
Serum nach 4 Tagen untersucht wurde, bewirkten saimtliche 
Organe mit Ausnahme der Rinderniere komplette Absorption 
(Versuch VII). Nach 7tagigem Stehen im Eisschrank hatte 
sich das Rinderserum wiederum verandert; denn nunmehr trat 
eine Absorption iiberhaupt nicht mehr ein, mit Ausnahme des 
Versuchs mit Schweineniere, die im ersten Versuch ganz un- 
wirksam gewesen war (Versuch VIII). 


V. Absorption mit frischem Serum. 

















Meer- | ‘ gear | 
schweinchen- | — Rinderleber | Menschen- Kontrolle 
abhiee | eber niere | 
bs, komplett | komplett komplett komplett | komplett 
0,25 * oan Bat he . 
0,125 stark | n n 
0 





be] | ta] 
stark | stark 


,062 Spur | fast kompl. | fast kompl. | 
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VI. Absorption mit 1tagigem Serum. 








Meerschweinchen- | 


on Menschenniere Kontrolle 





komplett komplett 


” 


1 fast komplett 
0,5 stark | 
| 





0,25 fast komplett 
0,125 0 
0,062 0 


n 
fast komplett 
0 





Spur? 
0 0 


VII. Absorption mit 4tagigem Serum. 








| 


Meer- 
schweinchen- | 
niere 


Pferde- Schweine- 
| niere niere 
. Ja  imeset 


Rinderniere Kontrolle 











komplett | komplett 


0 

0 - 
0 - 
0 . 
0 | wenig | 


ofofooe 
= DO 
a 
coooo 
oooce 
I 





VIII. Absorption mit 7tagigem Serum. 








Meer- 
schwein- 


iiiehan:) Rinder- Séhwelne | Kon- 
chenniere | 


Pferdeniere : : . 
niere niere niere trolle 











0,5 ” n | n 
0,25 ” n ” | n 
0,125 » n roe epee 
0,062 [fast kompl.|fast kompl. - 'sehr stark 


| 
| 


1 komplett | komplett | komplett | komplett a kompl.| komplett 
- 0 





sss 3 


0 
0 
0 








Ein Uberblick iiber die Rinderserumversuche laBt die 
Konstanz der Kaninchenserum- und Menschenserumversuche 
vermissen. Verschiedene Rindersera und das gleiche Rinder- 
serum, zu verschiedenen Zeiten untersucht, geben ganz un- 
gleiche Resultate. Versuch IV zeigt allerdings vollstandige 
Ubereinstimmung mit den Kaninchen- und Menschenserum- 
experimenten. In Versuch V wird tberhaupt keine Absorption 
beobachtet, und in den anderen Versuchen steht sie in keiner 
gesetzmaBigen Beziehung zu dem Gehalt der Organe an ForB- 
mannschen Receptoren. Die Aufkliarung dieser Unregel- 
maBigkeiten wird weitere Versuche notwendig machen, die 
besonders iiber den spezifischen Charakter der Absorption 
durch Menschen-, Rinder- und Schweineorgane entscheiden 
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miissen. An dieser Stelle sei nur auf Versuche von Dé6rr 
und Pick hingewiesen, die zu den angefiihrten Ergebnissen in 
Beziehung zu stehen scheinen. Diese Autoren untersuchten 
nach den aus der ForBmannschen Entdeckung sich ergeben- 
den Gesichtspunkten die primare Antiserumanaphylaxie. Sie 
kamen dabei in Ubereinstimmung mit For8mann und Hintze, 
Sachs und Nathan zu dem Resultat, daB die Giftigkeit ge- 
wisser Immunsera fiir Meerschweinchen auf ihrem Gehalt an 
heterophilen Amboceptoren beruht, die mit den hetero- 
philen Receptoren der Meerschweinchenorgane unter Ablauf 
eines anaphylaktischen Choks reagieren. Im Anschlu8 hieran 
suchten sie nun auch die toxische Wirkung gewisser Normal- 
sera zu analysieren und priiften zu diesem Zweck die Ab- 
sorbierbarkeit des toxischen Prinzips im Rinderserum. Es 
ergab sich, daB dieses nicht durch Hammel-, Meerschweinchen- 
und Hiihnererythrocyten, wohl aber durch die verriebenen 
Organe des Meerschweinchens, des Pferdes, des Kaninchens 
und des Huhnes gebunden wird. Wenn auch nach der be- 
rechtigten Meinung der Autoren Zweifel an der Identitat des 
toxischen Prinzips der Normalsera mit den heterophilen Normal- 
amboceptoren fiir Hammelblut vorlaiufig durchaus geboten sind, 
so ist es doch auffallend, daB auch in diesen Versuchen mit 
Rinderserum die nicht heterophilen Kaninchenorgane sich als 
bindungsfahig erwiesen. 


D. Versuche mit Schweineserum. 


AuBerer Schwierigkeiten wegen konnte leider nur ein Ver- 
such mit Schweineserum angestellt werden, doch rechtfertigt 
das vollig eindeutige Resultat seine Wiedergabe. 


I. 


Versuchsanordnung s. friihere Versuche. 























SO el Menschen- | Schweine- _Rinder- Kontrolle 
: niere leber leber 
niere 
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0,125 0 | ” | - ” n 
0,062 0 . | stark ° : 
0,031 0 maBig Spur | wenig | mabBig 
0,016 0 | Spur 0 0 | Spur 
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Auch die Hammelblutamboceptoren des Schweine- 
serums sind demnach heterophile Amboceptoren. 


E. Versuche mit Meerschweinchenserum. 

Bei zahlreichen Vorpriifungen konnte ich keine Meer- 
schweinchensera finden, die zur Anstellung des Absorptions- 
versuches geniigende Mengen von Hammelblutamboceptoren 
enthielten. Weitaus die Mehrzah] der Sera léste Hammelblut 
iiberhaupt nicht oder in so geringem Grade, daB ein Versuch 
nicht durchfiihrbar war. Diese Befunde stimmen mit den Er- 
fahrungen von Tsuneoka iiberein, stehen hingegen in einem 
gewissen Gegensatz zu den Angaben von Dorr und Pick. 
Zur Klarung dieser Frage werden daher noch weitere Versuche 
erforderlich sein. 

F. Versuche mit Katzenserum, 

Auch im Katzenserum konnten Hamolysine fiir Hammel- 

blut nicht nachgewiesen werden. 


G. Versuche mit Hundeserum. 

Die folgenden Versuche wurden mit den Sera von 3 ver- 

schiedenen Hunden angestellt. 
Versuch 1. 

Je 3ccm des */, Stunde bei 51° inaktivierten Hunde- 
serums werden mit dem Sediment von 3 ccm einer Organ- 
emulsion 1:5 versetzt. Nach 1stiindigem Stehen bei 37° wird 
zentrifugiert. Die Abgiisse wirken in den angegebenen Ver- 
diinnungen auf je 0,5 ccm 5°/,iges Hammelblut ein. Nach 
einem Aufenthalt von 40 Minuten im Thermostaten von 37° 
wird zentrifugiert. Die Sedimente werden mit 0,15 ccm frischem 
Meerschweinchenserum versetzt und mit 0,85°/,iger Kochsalz- 
lésung auf das Volumen von 2 ccm gebracht. Ablesung des 
Resultats nach 2stiindigem Verweilen bei 37°. 
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Versuch 2. 
Versuchsanordnung s. oben. 
Meerschwein- | Oh ENE, (ana igs 
duiaainis | oii | Rinderniere Kontrolle 
T a ee 
1 fast komplett; komplett wenig komplett 
0,5 wenig | Spiirchen Spiirchen - 
0,25 0 0 0 Spur 
0,125 0 0 0 0 
er 0 pi ai ae 
Versuch 3. 


Versuchsanordnung s. oben. 

















Meerschwein- | Menschen- . , ‘ 
aamalens rs Rinderniere Kontrolle 
1 komplett komplett komplett komplett 
0,5 stark fast komplett stark fast komplett 
0,25 Spur maBig Spur stark 
0,125 Spiirchen Spur Spiirchen Spur 
ied 0 = ate sie 





Resultat: In Versuch 1 und 3 ist eine irgendwie be- 
trachtliche Absorption nicht zu beobachten. Hingegen ist in 
Versuch 2 die Hamolyse in den drei ersten Kolonnen deutlich 
geringer als in der Kontrolle. Eine Beziehung zu den ForB- 
mannschen Receptoren ist jedoch auch in diesen Versuchen 
nicht vorhanden. Es geht dies schon daraus hervor, daB die 
Rinderniere, die heterophile Receptoren nicht enthalt, am 
meisten absorbiert. Ich méchte daher annehmen, daB vorlaufig 
nicht zu analysierende Faktoren vielleicht unspezifischer Natur 
das Resultat beeinfluBt haben. In dieser Annahme werde ich 
durch die Tatsache bestirkt, daB gerade das Hundeserum II 
an sich einen sehr geringen himatolytischen Titer aufweist 
und daher wohl gegen alle antihimolytischen LEinfliisse be- 
sonders empfindlich sein dirfte. Das verhaltnismaBig starke 
Absorptionsvermégen der Rinderniere la8t sich vielleicht am 
einfachsten durch deren unvermeidlichen Gehalt an roten Blut- 
kérperchen erkliiren, die bei ihrer Verwandtschaft mit dem 
Hammelblut sehr wohl imstande sein kénnten, die Hammel- 
bluthimolysine des Hundeserums wenigstens partiell zu binden. 

Die Gesamtheit dieser drei Versuche zeigt jeden- 


falls, daB sich eine Zugehérigkeit des Hundeserums 
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zum Typus der heterophilen Amboceptoren nicht er- 
weisen 1aBt. 


H. Versuche mit Pferdeserum. 


Die meisten Pferdesera enthalten, wie durch zahlreiche 
Versuche festgestellt wurde, keine Haimolysine fiir Hammel- 
blut. Ein Absorptionsversuch konnte daher nur mit einem 
Serum angestellt werden. 

3 ccm Pferdeserum wurden mit dem Sediment von 3 ccm 
Meerschweinchennierenemulsion 1:5 versetzt. 


Versuchsanordnung s. friihere Versuche. 











AbguB Kontrolle 
1 deutlich komplett 
0,5 stark fast komplett 
0,25 deutlich deutlich 
0,125 Spur wenig 
0,062 0 0 
0,031 0 0 








In den ersten Rohrchen ist nach Absorption eine gering- 
fiigige Verminderung der Himolyse zu beobachten. Die untere 
Grenze ist jedoch nicht verandert. 
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Ober Fermentbildung. 
Il. Mitteilung. 


Von 
Martin Jacoby. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
in Berlin.) 


(Ringegangen am 9. Januar 1917.) 


In der ersten Mitteilung') meiner Studien ,,Uber Ferment- 
bildung“ habe ich gezeigt, daB neben dem Traubenzucker, der 
Galaktose und einigen ihm nahestehenden Kohlenhydraten ins- 
besondere das Glycerin und andere ihm verwandte Substanzen 
der 3-Kohlenstoffreihe als Bausteine fiir die Fermentbildung in 
den Zellen in Betracht kommen. 

Die klaren Resultate dieses ersten Versuches, die Bausteine, 
aus denen die Zellen ihre Fermente bilden, aufzufinden, machten 
mir Mut, den eingeschlagenen Weg weiter zu,verfolgen. Wenn 
ich auch keineswegs die noch zu iiberwindenden Schwierigkeiten 
unterschitze, so scheint mir es doch durchaus notwendig, 
energisch dem klar erkennbaren Ziele zuzustreben, da fiir ge- 
raume Zeit der Weg gebahnt und nicht mehr zu verfehlen ist. 

Zwei Wege scheinen zur Auswahl gegeben zu sein. Einmal 
kénnte man weiter nach Substanzen oder Substanzgruppen 
suchen, die ahnlich wie die Gruppe des Traubenzuckers oder 
des Glycerins die Fermentbildung steigern, die an und fiir sich 
in einem Medium von unbekannter Konstitution vor sich geht. 
Der zweite Weg ist, daB man die Bakterienzellen in einem 
Nahrboden von durchaus chemisch bekannter Zusammensetzung 
sich entwickeln ]48t und nun priift, was man diesem Nahr- 
boden zufiigen muB, damit die Fermentbildung in Gang kommt. 

Den zweiten Weg habe ich eingeschlagen, weil mir hier 
das Vorwirtsschreiten weniger vom Zufall abhangig erscheint. 


1) Diese Zeitschr. 79. 
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Ich teile die ersten hier gewonnenen Ergebnisse schon mit, da 
man auf dem schwierigen Gebiete nur schrittweise vorwarts- 
kommen kann. 


Fiir die dieser Mitteilung zugrunde liegenden Versuche 
wurden dieselben Bakterien benutzt, die wir bisher stets als 
harnstofispaltende Bakterien verwandt haben. Die Bakterien 
wurden andauernd auf Bouillon weitergeziichtet und zeigten 
stets die ungefahr gleiche energische Fahigkeit der Harnstoff- 
spaltung. 

Die Herstellung der Nahrbouillon war die allgemein iibliche: 1 kg 
von Fett und Sehnen befreites, klein geschnittenes Pferdefleisch wird mit 
21 Wasser iibergossen und einen Tag stehen gelassen. Dann preBt man 
alles durch eine Fleischpresse und filtriert den Saft ab. Man kocht ihn 
1 Stunde, gibt nach dem Abkiihlen 1°/, Pepton und 0,5°/, Kochsalz zu, 
laB8t wiederum 1 Stunde kochen, stellt nach dem Abkihlen mit 10°/,iger 
Sodalésung schwach alkalische Reaktion her. Nach nochmaligem '/, stiin- 
digem Kochen wird nochmals die Reaktion gepriift, die Lésung filtriert 
und in iiblicher Weise sterilisiert. 

Diese Bouillon stellt ein Gemisch von mannigfachen chemi- 
schen Verbindungen dar. Sie ist fiir uns nur insofern von 
Interesse, als wir wissen, daB sie einen ausgezeichneten Nahr- 
boden fiir die Bakterien darstellt und die Substanzen enthalt, 
die die Bakterien fiir die Fermentbildung gebrauchen. 

Zunaichst kénnen wir kurz iiber Versuche berichten, in 
denen wir die Fermentbildung bei Bakterien studierten, die 
wir auf einer Bouillon geziichtet hatten, die auf 100 Teile 
Bouillon 1 g Traubenzucker enthielt. Wenn wir derartige 
Bakterien im Versuch mit Harnstoff zusammenbrachten, so er- 
hielten wir ausgezeichnete Spaltung. Da aber nicht aus- 
zuschlieBen war, daB wir mit den Bakterien noch geniigend 
Zucker in die Versuchslésung brachten, so muBten wir den 
Kontrollen so viel einer 1°/,igen Traubenzuckerbouillon zu- 
setzen, wie wir mit den Bakterien zusammen zum Versuch 
genommen hatten. Wie wir auf Grund der friiheren Resultate 
erwarten muBten, zeigten dann aber auch die Kontrollen eine 
sehr starke Fermentbildung, so daB also so keine Unterschiede 
feststellbar waren. 

Wir gingen dann dazu iiber, die Bakterien von der Bouillon 
auf Nahrbéden von bekannter Zusammensetzung iiberzuimpfen. 
Die meisten Versuche stellten wir mit dem von Uschinski 
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angegebenen Nahrboden an, dem wir in einem Teil der Ver- 
suche noch ein Eisensalz zufiigten. Wir bezeichnen den Nihr- 
boden dann als Eisennihrboden. 

Den Uschinski-Nahrboden’) stellten wir uns her, indem 
wir in 200 ccm destillierten Wassers lésten: 


Glycerin ........ Sccm 
Chlornatrium ...... 12g 
Chlorealcium ..... . 0,02g 
Magnesiumsulfat . . . . . 0,08g 
Dikaliumphosphat .. . . 05g 
Ammoniumlactat .... 12g 
Asparaginsaures Natron. . 0,8 g. 


Die gut durchgemischte Losung wurde in Portionen von je 
8ccm in Reagensgliser abgefiillt und die Glaser 2 mal steri- 
lisiert. 

Der Eisennahrboden unterscheidet sich von dem Uschinski- 
Nahrboden lediglich dadurch, daB zu 200 ccm Uschinski-Nahr- 
boden noch 8 ccm einer 1°/,igen Lésung von Ferrosulfat hin- 
zugefiigt wurden. 

Auch mit dem von MaaBen angegebenen Nahrboden haben 
wir gearbeitet. Hier beschrankten wir uns aber auf einige 
Versuche, weil der Nahrboden keine Vorteile gegeniiber dem 
Uschinskischen fiir unsere Zwecke zeigte. Hergestellt wurde 
der Niahrboden, indem wir 1,4 g Apfelsiure in destilliertes 
Wasser brachten, mit Kalilauge neutralisierten, dann zufiigten: 


Asparagin , 2g 
Magnesiumsulfat . 0,08 g 
Dikaliumphosphat 0,04 g 
Kryst. Natriumcarbonat 0,5 g 
Chlorcalcium 0,002 g 
Glycerin 8 cem. 


Die Lésung wurde auf 208 ccm aufgefiillt und im ubrigen wie 
bei dem Uschinski-Nahrboden verfahren. 

Impfte man auf den Uschinski-Nahrboden oder den Eisen- 
nahrboden von der Bouillonkultur einige Osen ab, so kam es 
zu deutlichem und ziemlich kraftigem Wachstum. Wenn man 
aber die Impfung in derselben Weise fortsetzen wollte, indem 
man von einem Uschinski- oder Eisenréhrchen die Bakterien 


1) J. Konig, Chem. d. mensch]. Nahrungs- u. GenuBm. 3, 646. 
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auf ein zweites iibertragen wollte, so entwickelten sich die 
Bakterien gar nicht oder nur ganz kiimmerlich. Es geniigte 
aber, einige Osen steriler Bouillon dem Nahrboden zuzusetzen, 
um auch in diesem Falle ein kraftigeres Wachstum zu erreichen. 
Wie geringe Bouillonmengen bereits geniigen, um das Wachs- 
tum auf dem Uschinski-Nahrboden deutlich zu verstirken, geht 
auch aus folgender Beobachtung hervor. Wenn man von einer 
eben beschriebenen, kaum gewachsenen Uschinski-Kultur oder 
Eisenkultur zweiter Generation einige Osen auf Bouillon iiber- 
tragt, so beobachtet man, daB nach der Abimpfung sich die 
Kultur kraftiger entwickelt als vorher. Man bringt ja bei dem 
Abimpfen in der iiblichen Weise auch Spuren der Bouillon in 
den Ausgangsnahrboden, und diese Spuren geniigen schon, um 
das Wachstum zu vermehren. 

In der Bouillon tritt aber regelmaBig, wenn man auch noch 
so wenig Bakterien aus einem Uschinski-Nahrboden erster oder 
zweiter Generation auf Bouillon iibertragen hat, ein sehr starkes 
Wachstum ein, das durchaus dem entspricht, wie wir es 
sehen, wenn wir direkt von Bouillon auf Bouillon die Bakterien 
iibertragen. 

Zusammenfassend kann man die bisherigen Beobachtungen 
dahin deuten, daB nur so lange eine Vermehrung der Bakterien 
auf dem Uschinski-Nahrboden stattfindet, wie noch ganz geringe 
Bouillonspuren in ihm anzunehmen sind. Daher leidliches 
Wachstum nach der ersten Uberimpfung, héchstens spuren- 
weise nach der zweiten Uberimpfung, deutliche Verstarkung 
bei Zusatz von Bouillonspuren bei der zweiten Uberimpfung, 
endlich sofort ganz kraftiges Wachstum bei der direkt oder 
indirekt erfolgenden Riickiibertragung auf Bouillon. 

Wie ist es nun mit der Fermentbildung?. Nach den Re- 
sultaten unserer friiheren Versuche waren wir auf Grund von 
Vergiftungsstudien zu der Anschauung gelangt, daB die Ent- 
wicklungshemmung der Bakterien mit der Hemmung der Ferment- 
bildung zusammenhingt und wohl die Entwicklungshemmung 
auf die Hemmung der Fermentbildung zuriickzufiihren ist. 

Wie steht es nun mit der Fermentbildung bei den ver- 
schiedenen Kulturen. 


1. Abimpfung von Bouillon auf Uschinski-Naihrboden. — 
Gepriift wurde immer je 1 ccm. 
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Uberimpft unter Zusatz 
von 4 Osen Bouillon 
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3. Reichliche Abimpfung (4 Osen) von Bouillon, die von 
Uschinski-Naihrboden abgeimpft war, auf Uschinski-Naihrboden. 


Nach 1tagiger Bouillonziichtung: 
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4. Abimpfung von Uschinski-Nahrboden auf Bouillon. 
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5. Abimpfung von Bouillon auf MaaBen-Nahrboden. — 
Wachstum erst ganz allmahlich sichtbar. 


Kultur, 10tagig,l1ccm . .... { 2,8 * 


3,2 
6. Abimpfung von Bouillon auf Eisennahrboden. 
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8. Abimpfung von Eisenkultur auf Bouillon. 


3 


Kultur (von einer 4tagigen Eisenkultur), 1 tagig . doy 


Kultur (von einer 1 tagigen Eisenkultur, die ihrer- 
seits von einer Eisenkultur stammte. In der 


2. Eisenkultur kaum eine Triibung wahrnehmbar). 


Bouillon gut gewachsen, itaégig ...... tog 


Kultur (von einer 2tagigen Eisenkultur, die ihrer- 
seits von einer Eisenkultur stammte. In der 


2. Eisenkultur keine Triibung wahrnehmbar). 
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* (63,0 


Bouillon gut gewachsen, 1tagig . 
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Kultur (von einer 3tagigen Eisenkultur, die ihrer- 

seits von einer Eisenkultur stammt. In der 

2. Eisenkultur keine Triibung wahrnehmbar). 
_ 
65,1 

9. Zusatz von Bouillon wahrend der Harnstoffspaltung zu 
Uschinski- und Eisennahrboden. 

In diesen Versuchen wurde die Bouillon erst wahrend der 
Spaltung zugefiigt, wahrend die Bakterien auf den anderen 
Nahrbéden geziichtet waren. 

leem 3tagige Uschinski-Kultur: 


Bouillon gut gewachsen, 1 tigig 


a) mit 1cem Wasser ..... { be 

: 82.6 

b) » » Bouillon ened 
leem 2tagige Eisenkultur: 

; 11,1 

a) mit 1ccm Wasser ..... _ 

| ; 81,1 

b) » Bouillon ee 


lccm 3tigige Eisenkultur: 


ie : 3.5 
0.5 ¢ ¢ . 
a) mit 0,5 com Wasser . { 4,2 
b) » 0,4 » ” ere es 
0.1 » Bouillon .... eae 
: 66,7 
) 9 08 » (ees 


Das bisherige Resultat la8t sich also dahin zusammen- 
fassen, daB bei vollkommener Abwesenheit von Bouillon die 
Bakterienkulturen am Leben und entwickelungsfahig bleiben, 
ihre Entwickelung und Fermentbildung aber gehemmt ist. 
Schon der Zusatz von Bouillonspuren geniigt, um beide Pro- 
zesse lebhaft in Gang zu bringen. 

Nach dieser grundsatzlichen Orientierung war es mdglich, 
an die Stelle der Bouillon Stoffe von bekannter, chemischer 
Konstitution zu setzen. Untersuchungen nach dieser Richtung 
sind bereits in Angriff genommen und scheinen zu klaren Re- 
sultaten zu fiihren. Dariiber wird in der nachsten Mitteilung 


berichtet werden. 








Ober physikalisch-chemische Eigenschaften des isolierten 
Froschrickenmarks und seiner GefaGhaut. 


Von 
Rudolf Unger. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Rostock.) 
(Hingegangen am 16. Januar 1917.) 
Mit 1 Figur im Text. 


I. Einleitung und Literatur. 


In einer vorangehenden Arbeit’) waren wir bei Unter- 
suchungen iiber Oxydationsprozesse im isolierten Froschriicken- 
mark in anisotonischen NaCl-Lésungen aufmerksam geworden 
auf den EinfluB der Pia mater. Nur wenige orientierende 
Versuche hatten uns damals dazu gefiihrt, die Pia mater als 
eine fiir Wasser durchlassige, fiir NaCl nicht oder schwer durch- 
gangige, also im Sinne der Osmosetheorie semipermeable Mem- 
bran aufzufassen. Die Beobachtung, da’ anscheinend diese 
diinne, das Riickenmark umbhiillende, gefaBfiihrende Haut fiir 
die von der Lipoidtheorie geforderte Impermeabilitat des Riicken- 
marks gegen Kochsalz verantwortlich zu machen war, wahrend 
das von der Pia mater entbloBte Riickenmark selbst — das 
lipoidreichste Organ des Kérpers — fiir Kochsalz sich als durch- 
gangig erwies, erschien fiir die Kenntnis der physikalisch-che- 
mischen Eigenschaften der Nervensubstanz so bedeutungsvoll, 
da8 wir weitere Versuche in dieser Richtung anstellten. 

Wir untersuchten zu diesem Zwecke die Gewichtsinde- 
rungen des isolierten Froschriickenmarks in neutralen wiB- 
rigen Lésungen der Chloride von Alkali-, Erdalkali- und Schwer- 





*) R. Unger, Untersuchungen iiber den Einflu8 von anorganischen 
Lésungen auf die Oxydationsprozesse und die Reflexerregbarkeit des iso 
lierten Froschriickenmarks. Diese Zeitschr. 61, 103, 1914. 
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metallen, ferner Na-Salzen verschiedener Saéuren und in Lésungen 
organischer Substanzen von wechselnder Konzentration. Dabei 
beschaftigte uns die Beantwortung der Frage: Wodurch sind 
diese Gewichtsinderungen des Riickenmarks bedingt; sind sie 
capillarer, osmotischer oder kolloidaler Natur, und welche Rolle 
spielt dabei die Pia mater spinalis, oder richtiger die soge- 
nannte pimare GefaBhaut? Denn nach Ecker-Wiedersheim- 
Gaupp’) ist eine Trennung dieser feinen Haut in zwei La- 
mellen (Pia und Arachnoidea) nur stellenweise angedeutet, 
Wir wollen im folgenden also unter Pia mater diese primare 
GefaBhaut im Gegensatz zur Dura mater des Froschriicken- 
markes verstehen. 


Zu der Frage der Gewichtsanderungen von Nervengewebe in wéB- 
rigen Lésungen liegen vor allem Untersuchungen von Bauer®) vor, der 
zu dem Ergebnis gelangte, daB die Fliissigkeitsaufnahme durch das 
Nervengewebe in seinen Versuchen nicht nach den Gesetzen der Osmose, 
sondern offenbar nach den Gesetzen der molekularen Imbibition oder 
Quellung im engern Sinne erfolgte. Er experimentierte mit Stiicken von 
Leichenhirnen und hebt selbst hervor, daB es nicht angeht, auf Grund 
der Tatsache, daB die Fliissigkeitsaufnahme des toten Gewebes, nach 
den Gesetzen der molekularen Imbibition erfolgt, Schliisse zu ziehen auf 
Wasserverschiebungen im lebenden Gewebe, wie sie z. B. beim Odem 
auftreten. 

Tatsaichlich hat bereits Cannon‘) die Bedeutung der normalen 
Ernahrungsverhaltnisse des Gehirns fiir seine Imbibitionsverhaltnisse fest- 
gestellt, da er bei Ersatz des Blutes durch physiologische Salzlésung 
ein rasches Ansteigen des Hirndruckes infolge von Wasseraufnahme be- 
obachtete, die auch an isolierten, in Salzlésung eingelegten Hirnstiicken 
nachweisbar war, und die er auf eine Erhdhung des osmotischen Druckes 
im Innern zuriickzufiihren suchte. 

Renauld‘) glaubte, durch Perfusionsversuche an Hunden direkt 
den Einflu8 der Vitalitaét auf die Reaktionsweise dartun zu kénnen. Er 
durchstrémte den Kopf der Tiere sofort nach der Dekapitation mit iso- 
tonischer (0,9°/,) NaCl-Lésung und dann abwechselnd fiir bestimmte 
Zeiten mit hyper- bzw. hypotonischen Lésungen (1,5°/, bzw. 0,6°/,). 





1) Anatomie des Frosches 1, 125. 

7) Bauer, Studien iiber Quellung von Nervengewebe. Arbeit. a. 
d. Neurologisch. Instit. an d. Wiener Univ. 19, 87, 1912. (Daselbst 
auch Ubersicht iiber die altere Literatur.) 

5) Cannon, Americ. Journ. of Physiol. 6, 1901. 

*) H. Renauld, Recherches sur le pouvoir osmotique de la cellule 
nerveuse. Trav. de I’Instit. Solvay, Bruxelles 1908. Zitiert n. Her- 
mann, Jahresber. iib. d. Physiol., Neue Folge 18, 1909. 
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Das Hirnvolumen wurde mit Hilfe eines Plethysmographen registriert und 
beobachtet, daB es bei Durchstrémung mit hypertonischer Lésung um 
ebensoviel ab-, wie es bei solcher mit hypotonischer Lésung zunahm. 
30—50 Min. nach dem Tode blieb die Semipermeabilitét der Nerven- 
zellen voll erhalten, dann aber wurden als Zeichen der Stoérung der 
Semipermeabilitét die Ausschlige ungleich, nahmen ab, um schlieBlich 
aufzuhéren. Renauld hat jedoch nicht beriicksichtigt, daB bei dieser 
Art der Untersuchung die Permeabilitat der GefaéBe mit von aus- 
schlaggebender Bedeutung sein muB und seine Versuche daher iiber das 
Verhalten des Nervengewebes selbst nichts Bestimmtes auszusagen ge- 
statten. 

Die Versuche von Flatau’), Reichardt*), der seine umfangreichen 
»Untersuchungen des gesunden und kranken Hirnes mittels der Wage“ an 
Menschenhirnen anstellte, und Zanke*), der mit exstirpierten Kanincheni- 
groBhirnen arbeitete und auf dessen Ergebnisse wir noch mehrfach 
spater zuriickkommen werden, sind zur Ganze an totem Material aus- 
gefiihrt. 

Uber den Einflu8 der Pia mater auf Gewichtsanderungen des Ge- 
hirns in waBrigen Loésungen ist uns nur eine einzige Beobachtung von 
Donaldson‘) bekannt, der fand, daB das Gehirn in einer 2°/, igen Kalium- 
bichromatlésung langsamer an Gewicht zunimmt, wenn die Pia daran 
gelassen wird. Auch er untersuchte Hirne von Schafen, Haifischen und 
Menschen post mortem. 


II. Methodik, 


Die Experimente wurden folgendermafen ausgefiihrt: 2 
nach bekannter®) Art isolierte Riickenmarke méglichst gleich 
groBer griiner Wasserfrésche (Rana esculenta) wurden unter 
absolut gleichen Bedingungen (d.h. in denselben Lésungen, 
unter steter Durchleitung von O,, unter Vornahme durchaus 
gleichartiger Wagungen usf.) untersucht; das eine Riickenmark 
war intakt mit Pia mater, vom andern war die Pia mater vor 
Beginn des Versuches abgezogen worden. Es muBten dann 
unter Beriicksichtigung der individuellen Schwankungen Diffe- 
renzen im Verhalten der beiden Riickenmarke eines Versuches 
auf die An- bzw. Abwesenheit der Pia mater zu beziehen sein. 

Jedes Riickenmark wurde nach Freilegung des Wirbelka- 


1) Flatau, Anatomisch. Anz. 18, 323, 1897. 

2) Arbeit. aus d. Psych. Klin. zu Wiirzburg, 1906. 

3) Zanke, Neurolog. Zentralbl. 19 u. 881, 1897. 

*) Donaldson, Journ. of morphology 9, 123, 1894. 

5) Vgl. H. Winterstein, Uber den Mechanismus der Gewebsatmung. 
Zeitechr. f. allgem. Physiol. 6, 315, 1907. 














doe warns din 

















SiR asian sachin diets nab we eibid WotR sabe 











Physikal.-chem. EKigenschaften d.iso].Froschriickenmarks u.s.GefaBhaut. 367 


nals am Kopfende mit einem kurzen Zwirnfaden umschlungen, 
an diesem wahrend aller Manipulationen gefaBt und verweilte 
zunichst einige Minuten in der Lésung, in der sein weiteres 
Verhalten gepriift werden sollte, bevor sein Gewicht festgestellt 
wurde. In dieser Zeit lésten sich die noch vorhandenen Blut- 
und Kalkreste ab, und es wurde die gleiche Benetzung des 
Riickenmarkes mit Flissigkeit wie bei den folgenden Wagungen 
erzielt. Das Gewicht eines so praparierten Riickenmarkes be- 
trug mit Pia mater 40 bis 80 mg, je nach der GréBe des Tieres. 
Obwohl wir in einzelnen Versuchen Gewichtszunahmen von 100 
und mehr Prozent verzeichnen konnten, sind die im allgemeinen 
beobachteten Gewichtsdifferenzen so gering, daB es bei der 
Kleinheit und dem geringen Gewichte des Objektes darauf an- 
kommt, mdglichst jeden Fehler bei den Wagungen auszuschalten. 
Eine ungleiche Benetzung des Riickenmarkes mit Fliissigkeit 
bei den einzelnen Wagungen erwies sich als wichtigste Fehler- 
quelle, zu deren méglichster Ausschaltung sich bei vergleichenden 
Versuchen am besten die folgende Methode bewahrt hat. 

Das Riickenmark wird in ein Wageglischen mit einge- 
schliffenem Deckel gebracht, auf dessen Boden sich eine Schicht 
der gleichen Lésung befindet, aus der das Riickenmark genommen 
wurde, so hoch, daB letzteres vollkommen davon bedeckt ist, 
Dieses GefiB wird zuerst mit dem Riickenmark. sodann, nach 
sorgfaltiger Herausnahme — die stets durchaus gleichartig zu 
erfolgen hat — und Wiedereinbringung des Riickenmarkes in 
seine erste Lésung, ohne dasselbe gewogen. Die Differenz 
beider Wagungen gibt das Gewicht des Riickenmarkes an. Es 
wurden ferner, da sich auch bei gréBter Sorgfalt Unterschiede 
von 1—2 mg bei zwei unmittelbar aufeinanderfolgenden der- 
artigen Wagungen nicht vermeiden lassen, stets das Mittel aus 
zwei solchen Wigungen genommen. Weder durch vorheriges, 
vorsichtiges Abtrocknen und nachfolgendes Wagen auf FlieB- 
papier noch auch durch Wagen ohne solches auf Papier oder 
einem Objekttriger lieBen sich die Fehlerquellen so einengen, 
wie durch die eben geschilderte Methode. 

Durch die Lésungen, in denen sich die Riickenmarke 
wabrend der Dauer eines Versuches befanden, wurde ein stin- 
diger Sauerstoffstrom geleitet. Wir wollten damit die Er- 
stickung und Bildung von Saure méglichst hintanhalten; wie 
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wir iberhaupt im Gegensatz zu den eingangs zitierten Autoren 
bestrebt waren, auch durch die Art und Dauer des Versuches 
uns dem Idea] einer anatomischen und funktionellen Intaktheit 
des isolierten Organs méglichst zu néhern. Wir sind uns wohl 
bewuBt, daB wir in manchen Versuchen — so z. B. mit Lé- 
sungen von Substanzen, die intensive Gifte fiir das Nerven- 
gewebe darstellen — von diesem Ziele mehr oder minder weit ent- 
fernt waren. Dennoch halten wir uns berechtigt, diesen Faktor 
der annahernden physiologischen Norm des Untersuchungsma- 
terials mit in Rechnung zu stellen im Hinblick auf friiher be- 
schriebene Versuche an Reflexpraparaten'), die nach mehr als 
vierstiindigem Verweilen sogar in hypertonischen NaCl-Lésungen 
sich doch so weit erholten, daB sie wieder deutliche Reflexe 
auf Kneifen der Zehen ergaben. Auch in Versuchen mit 
Lésungen von NaCl-+-CaCl,, die den in vorliegender Arbeit 
angewandten gleich oder sehr ahnlich sind, wurden die Reflex- 
praparate erst nach 105 bis 110 Min. reaktionslos, erholten sich 
aber in 0,7°/, NaCl-Lésung wieder. Diese Versuche beweisen 
m. E., daB man bei einem groBen Teil der verwendeten Lé- 
sungen nach einer Zeit von etwa 2—4 Stunden wohl noch von 
einer annaéhernden funktionellen Intaktheit des Organs sprechen 
kann. Wir beschriankten deswegen die Dauer der Versuche auf 
diese Zeit, nachdem uns Versuche von mehr als 20 Stunden 
Dauer davon iiberzeugt hatten, daB dann die infolge der Klein- 
heit und des geringen Gewichts des Objekts genau zu _ beriick- 
sichtigenden Fehlerquellen zu groB werden und die Versuche 
nicht mehr zu exakten, vergleichend verwertbaren Ergebnissen 
fihrten. Kommt es doch nach einer Zeit von 20 und mehr 
‘Stunden trotz Durchleitung von O, zur Bildung gréBerer Mengen 
von Saure, die die Wasseraufnahme des Gewebes in weitem 
MaBe beeinflussen, zur teilweisen Auflésung von Gewebsbestand- 
teilen in der betreffenden Lésung und wohl auch schon zu 
bakteriellen Zersetzungsprozessen. 

Die Temperatur der Lésungen hatte in unseren Versuchen 
keinen deutlichen Einflu8 auf die Ergebnisse. So zeigten z. B. 
Riickenmarke in 0,7°/, NaCl- und in 3,55°/, Dextroselésungen 


bei 2 bis 5° , prinzipiel] und graduell analoge Gewichtsinderungen 


) R. Unger, |. ¢. 8. 107, 117, 121. 
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wie bei Temperaturen von 17 bis 20°, bei denen die iibrigen 
Versuche angestellt wurden. Auch Zanke (I. c.) findet bei seinen 
Versuchen an toten KaninchengroBhirnen in Aqua destillata, 
daB ,,merkwiirdigerweise“ die Steigerung der Temperatur ohne 
EinfluB zu sein scheint. Er fand bei 36° nach vier Stunden 
eine Gewichtszunahme von 155°/, und 156°),, bei Zimmer- 
temperatur von 158°). 

Die Lésungen, mit denen wir arbeiteten, waren fiir Gewebe 
des Frosches isotonische und hypertonische. Bei einigen Ver- 
suchen verwandten wir die zu untersuchenden Substanzen ein- 
fach in waBriger Losung, bei den meisten dagegen ersetzten 
wir einen bestimmten Teil, immer je 0,3°/, der 0,7°/,igen, 
bzw. 1,3°/, der 2°/,igen NaCl-Lésung durch die zu unter- 
suchenden Substanzen. Um bei der verschiedenen Wertigkeit 
der Ionen die Isotonie der Lésungen annahernd zu wahren 
und eine etwaige Beeinflussung durch den abweichenden osmo- 
tischen Druck auszuschalten, verwandten wir Salzlésungen, die 
mit Hilfe der isotonischen Koeffizienten von de Vries nach 
Hamburger’) berechnet waren. 


III, Versuchsergebnisse. 


Die Versuchsergebnisse sind in den folgenden Tabellen 
zum Vergleich der Gewichtsdifferenzen (in °/, des Anfangsge- 
wichtes) nach zwei und nach vier Stunden von Riickenmark 
mit und ohne Pia mater zusammengestellt. 

Die Unterschiede der Gewichtsverinderungen des Riicken- 
markes mit und ohne Pia mater in den einzelnen Lésungen 
lassen sich in dieser Zusammenstellung der Ergebnisse leicht 
iiberblicken und sollen im Folgenden naher erértert werden. 


IV. Erérterung der Versuchsergebnisse. 


1. Natur der Gewichtsanderungen. 

Gehen wir von den Versuchen aus, die sich von den natiir- 
lichen Verhaltnissen am weitesten entfernen, uns daher das 
Extrem der Verainderung zeigen! Wir legen ein Riickenmark 
in destilliertes Wasser und beobachten nach kurzer Zeit eine 
ganz auBerordentliche Gewichts-(und Volum-)vermehrung, die 


’) Hamburger, Osmotischer Druck und Ionenlebre... 1, 24, 1902. 
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_Tabelle I Kationen. 
Anfangs- Gewichts- Gewichts- gw 
* gewicht |differ. in °/, |differ. in °/, | Bemer- 
Mr. Stsenges in mg nach 2St.'| nach 4 St. kungen 
a ee ee aM —P.M.|+P.M.—P.M.|+P.M.—P. M. 
1| Aqua destillata .| 79,4 | 84,6 [4 30,7-4144,0/}4 55,1/-+231,0 
2| 0,4°/, NaCl **1 47,7) 549 14+ 984 19,5 
3 0,79), NaCl . ~ |p 49,6 | 48,7 [+ 0,04 17,9/+ 0,0\+ 23,6 
4 " j | 72,2 + 10,0 + 18,0 
5} 2,0°/, _— ; oh 76,8 — 5,7 
6 57,0 | 52,6 |— 3,5\+ 8,7 
7 J] 501 | s22|- 884 75 
8} 3,0°, NaCl ee **) 72,1 | 55,2 [+ 0,0\4+ 64/+ 00+ 9,6 
91 0,4°/, NaCl + 0, 38°), KCl 70,6 | 64,9 J+ 10,64 17,444 894 21,1 
10 ” 58,7 | 81,5 |+ 9,2/+ 19,0 
111209, BQ... **1 56,0 | 57,0 J+ 13,64+36,7") 1) Ge- 
12|0.7°/, NaCl+1,66°/, KCI *)| 49,0 + 0, wichtsdif- 
13 * 48.6 48,3 |+ 0,04 6,2 ferenz 
14 alee eailiectaad 76,4 | 58,7 [+ 0,04 1481+ 0,04 24,7}mach3Std. 
15 " 54,4 | 59,4 [+4 4,84 16,6 + 24,0 
16 | 0,7°/, NaCl+1,199/,NH,Cl*} 60,6 | 59,5 [+ 0,0/+ 10,9 
17] 0,4°/, NaCl+0,43°/, CaCl, 53,1 | 46,7 [+ 0,0!4+ 9,0 
18 - 69,7 | 70,4 + 00+ 91 
19} 0,7°/, NaCl + 1,84°/, CaCl,*} 78,1 | 529} 644+ 477 | 
20 | 0,4°/, NaCl + 0,78 °/, MgCl, 71,1 | 45,2 | 4,6)+ 0,0 
21 ” 61,5 | 65,2 |— 2,6") +.0,0*)}— 2,67) + 4,8%)]') nach 3 u. 
22] 0,7°/, NaCl+3,38°/, MgCl, *| 55,9 | 388 + 88+ 0,0 *) » 5Std. 
28 | 0,4 °/, NaCl+0,61°/, SrCl, 60,2 | 70,6 + 434 4,014 334+ 9,8 
241 0,4°/, NaCl+0,94°/, BaCl, .| 67,3 | 67,3 1+ 0,0+ 8,3]+ 0,04 13,6 
251 0,4°/, NaCl +0,65°/, CuCl, 63,2 | 56214 664 4.4/4 7,34 ey 
26 - 54,1 | 48,6 |+ 78+ 4,914 10,04 4,7 
(+ 2,2) (+ 2,2)})Lésungn 
271 0,4°/, NaCl+0,49%/, FeCl, .| 58,9 | 69,7 |+ 36+ 0,0]/+ 48+ 0,0}Sreagieren 
28 | 0,4°/, NaCl+0,42°/, FeCl, .| 63,3 | 39,1 |+ 7,9+ 12,0 sauer. 
29 | 0,4°/, NaCl+0,49°/, FeCl, 65,1 63,6 |+ 7,44 68 
30 3°, NaCl **) 783 | 74,8 )J— 4,1/\4 5,8 
31 5°), NaCl **! 770 625) 2,914 88 
Tabelle II. Anionen. 
AS 685 é Anfangs- | Gewichts- | Gewichts- | 
se gewicht |differ. in °/, |differ. in, | Bemer- 
Nr. Losungen in mg nach 2 St. nach 4 St.” kungen 
+ P.M.|—P.M.J+ P.M. |—P.M.}+ P. M.\—P.M. aa 
1} 0,4°, NaCl + 0,95°/, NaJ .| 59,7 64,0 |J+ 0,0+ 11,6)+ 0,04 13,1 
2} 0,7°/, NaCl + 4,13°/, NaJ *] 58,3 74,9 [+ 0,04 10,2 
38 0,4°), NaCl +0,55°/, Na,80, 53,2 , 51,7 |+ 0,04 10,6/+ 0,04 16,0 
4| 0,79), NaCl+2,379/, Na,SO,*| 69,1 56,9 |— 98+ 0,0 
5 | 0,4°/, NaCl + 0,44), Nand, 69,3 | 61.8 |+ 0,04 10,8/+ 00+ 144 
6 | 0,4°/, NaCl+0, 79°/,Na-Citrat 65,5 76,4 [+ 00+ 8,6)/+ 0,04 11,9 
710,49), NaCl+0,70°/,Na-Acetat| 67,4 53,0 |+ 0,0+ 91|+ 34+ 15,6 
8 104% NaCl+0,58°/,Na-Lactat} 71,3 62,5 [+ 3,7 \+ 14,814 7,44 21,1 








- Die mit einem * versehenen Lésungen sind mit 2°/), die iibrigen, mit Ausnahme | 
der Lésungen ** in Versuch 2, 8, 11, 30 u. 31 auf Tab, I mit 0,7°/, 


NaCl 


isotonisch. 
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Tabelle III. Organische Substanzen. 























| Anfangs- | Gewichts- 
* gewicht |differ. in®/,| Bemer- 
n Nr. Losungen in mg nach 2 St.” kungen 
_ PM I-P.MI4P.Mj\-P.M) 
1} 0,4°/, NaCl+0,5 °/, Gelatine . .| 64,7 69,7 |+ 844 16,5 
210,4°/, NaCl+0,71°/, Glycerin . .| 64,8 | 58,0 [+ 9,14 17,6 
31 0,4°/, NaCl +2,63°/, Rohrzucker .| 58,5 61,6 [+ 0,04 81 
410,4°), NaCl+1,52°/, Traubenzucker| 68,9 5491+ 00+ 9,7 0,7), 
513,55°/, Traubenzucker. . . . .| 44,0 | 60,2 [4+ 18,6 +4104,3 NaCl 
61 0,7°/, NaCl+6°/, Traubenzucker* .| 52,3. 43,5 |— 5,7 + 0,0]| isosmot. 
71 0,4°/, NaCl+0,46°, Harnstoff . .| 70,1 746 ]4 7,44 18,8 
810.49), NaCl+0,68°/, Urethan. . .| 56.2 426 |+ 7,84 12,4 
9} 0,4°/, NaCl+1,27°/, Chloralhydrat .} 60,8 77,4 |+ 12,24 20,4 
10] 0,79), NaCl+5,51°/, Chloralhydrat*| 70,9 62,6 |+ 18,24 16,0 
: 11] 0,4°/, NaCl+0,36°/, Athylalkohol || 63,2 | 63,9 }+ 7,34 16,0 
if - 12 ” f| 584 65,6 1+ 6,94 15,4 
id. nur durch Aufnahme von Wasser durch das Organ bedingt sein 


kann, also einen Quellungs- oder Imbibitionsvorgang im weitesten 

Sinne des Wortes darstellt. Wir geben zu dem destillierten 

Wasser Elektrolyte, Elektrolytkombinationen, Nichtleiter und 

| Kombinationen von Leitern und Nichtleitern und beobachten 

“4 durchgehends eine Herabsetzung der maximalen Quellung in 

Aqua destillata. Diese kann so weit gehen, daB das Organ ge- 

wichtskonstant bleibt, die Quellung also durch die Wirkung der 

Zusatze total kompensiert wird, ja, unter gewissen Bedingungen 

m kann es sogar zu einer Gewichtsabnahme, einer Entquellung 
en des Riickenmarkes kommen. 

Zur Analyse dieser Quellungserscheinungen halte ich es 
fiir angebracht, den Darlegungen Hofmeisters’) iiber den 
Begriff der Quellung zu folgen. Er unterscheidet: 

1. Eine capillare Imbibition, bei der eine porése Masse 
in vorgebildete, nach auBen offene Hohlraume Fliissigkeit auf- 
nimmt. 

2. Eine Imbibition durch Endosmose, bei der eine ebenfalls 
pordse Masse in vorgebildete, abgeschlossene, mit léslichen 
Stoffen oder Fliissigkeit gefiillte Hohlraume Fliissigkeit auf- 
nimmt, und schlieBlich 

3. Eine molekulaire Imbibition, bei der eine homogene, 
porenfreie Masse unter VolumvergréBerung Fliissigkeit aufnimmt. 


Pn 


*) Hofmeister, Zur Lehre von der Wirkung der Salze. Arch. f. 
me experim. Path. und Pharm. 27, 396, 1890. 
ch. Biochemische Zeitschrift Band 80. 95 
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In tierischen Geweben werden wahrscheinlich stets bei ge- 
gebenen Verhiltnissen diese 3 Arten der Quellung nebenein- 
ander vorkommen, nur werden sie unter verschiedenen Bedin- 
gungen am Zustandekommen der Quellung in ganz verschiedenem 
MaBe beteiligt sein. Oft wird die eine oder andere Form so 
in den Hintergrund treten, da8 man zur Erklirung einer beob- 
achteten Gewichtsvermehrung nur die eine Art heranzuziehen 
braucht. 

Untersuchen wir zuerst, welche Rolle bei unseren Ver- 
suchen die capillire Imbibition spielt! Gegen eine solche, 
d. h. eine Fliissigkeitsaufnahme zwischen den einzelnen Gewebs- 
elementen, auch zwischen Pia mater und Nervensubstanz im 
subpialen Raume, also eine Ansammlung freier Gewebsfliissig- 
keit, wie sie bei den in vivo auftretenden Odemen stattfindet, 
spricht schon das makroskopische Verhalten gequollenen Riicken- 
marks. Es ist nicht mehr méglich, es nach Art eines Zupf- 
praparats in einzelne Nervenfasern und Faserbiindel aufzuldsen, 
sondern stellt im Endstadium der Quellung eine makroskopisch 
mehr oder minder homogene, emulsoide Masse dar. Beweisend ist 
diese Beobachtung dafiir, daB eine rein capillire Imbibition 
nicht ausschlieBlich vorliegen kann. Wenn nimlich letzteres 
der Fall ware, miiBte man noch leichter, als dies beim frischen 
Marke médglich ist, es in seine einzelnen Bestandteile auffasern 
kénnen. Weder beim imbibierten gréBeren Kaninchen-, noch 
beim imbibierten Froschriickenmark gelang das jemals. Gianz- 
lich ausschlieBen la8t sich allerdings durch diese Beobachtung die 
Moéglichkeit nicht, daB in geringem Mae auch capillar ge- 
bundene freie Filiissigkeit im gewicht- und volumvermehrten 
Riickenmarke sich findet. Wenn aber, wie wir tatsachlich sehen 
werden, eine andere Art der Imbibition der Hauptfaktor bei 
diesen Vorgingen ist, so werden ja die capillaren Raume, die 
das die Gewichtszunahme bedingende Wasser aufnehmen miiBten, 
um so kleiner, je ausgesprochener der eben angedeutete Quellungs- 
prozeB in Aktion tritt. 

Gegen eine capillire Imbibition spricht auch eine Beobach- 
tung von Zanke (l.c.), der das Verhalten von Kaninchenhirnen 
in Leitungswasser untersuchte. Bei Versuchen, iiber das Wesen 
der Wasserbindung AufschluB zu erlangen, kam er zu folgendem 
Ergebnis: ,Auch beim starksten Drucke gelingt es weder beim 
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imbibierten noch beim frischen Hirne, Wasser herauszupressen, 
ein Beweis, daB dasselbe chemisch im Gehirn gebunden ist. 
Es unterscheidet sich die Wasseraufnahme beim Hirn von der 
eines Schwammes ganz bedeutend.“ Wir versuchten, dieser 
Frage naherzutreten dadurch, daB wir Gefrierschnitte durch 
normale und gequollene Riickenmarke anlegten und uns im 
mikroskopischem Bilde zu vergewissern suchten, daB die Volum- 
vermehrung nicht einfach durch Auseinanderdrangen der Nerven- 
elemente durch capillir zwischengelagerte Fliissigkeit verur- 
sacht sei. Die technischen Schwierigkeiten waren zu groB, als 
dab wir zu eindeutigen Ergebnissen auf diesem Wege gelangen 
konnten. — Beim Vergleich von Zupf- und Quetschpraparaten 
frischen und gequollenen Riickenmarksgewebes (leicht mit 
Methylenblau angefirbt) fanden wir im gequollenen Gewebe 
den Hauptteil der weiBen Substanz, die Markscheiden der 
Nervenfasern in weitestgehendem MaBe verandert, ja aufgelést. 
Wir gelangen also zu dem Schlusse, daB im Verhaltnis zu den 
anderen Arten der Imbibition die capillar bedingte nur eine 
ganz untergeordnete Rolle spielen kann. 

Inwieweit kommt dann eine endosmotisch bedingte 
Imbibition fiir die beobachteten Gewichtsinderungen in Frage? 
In nahezu allen Versuchen sehen wir, daB das Riickenmark 
mit und ohne Pia mater in isosmotischen Lésungen ganz ver- 
schiedene Gewichtsinderungen zeigt. Doch kann man, wie 
schon Winterstein’) betont hat, aus dieser Beobachtung nicht 
einfach den SchluB ziehen, daB dann osmotisch bedingte Gleich- 
gewichtsverschiebungen fiir den ProzeB gar nicht in Frage kommen, 
vielmehr ,,kann die Ursache dieses Verhaltens ganz unklar bleiben, 
da sowohl Anderungen des osmotischen Drucks im Zellinnern, 
wie solche der Permeabilitat, wie schlieBlich solche des Quellungs- 
vermégens die gleichen Effekte herbeizufiihren vermégen“*. Da 
das von Winterstein®) angegebene, fiir Untersuchungen von 
Muskelgewebe bewahrte Verfahren, die durch Anderungen des 
Quellungsvermégens, des osmotischen Druckes und der Permea- 
bilitét bedingten Wasserverschiebungen voneinander zu sondern 


1) H. Winterstein, Uber osmotische und kolloidale Eigenschaften 
des Muskels, diese Zeitschr. 75, 49, 1916. 
*) H. Winterstein, Die Untersuch. der osmot. u. kolloid. Eigen- 
schaften d. Gewebe. Wien. med. Wochenschr. 1916, 551. 
25* 
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fur Riickenmarksgewebe sich nicht durchfiihrbar erwies, so 
miissen wir zwar den Versuch einer experimentellen Sonderung 
etwa osmotisch bedingter Gleichgewichtsverschiebungen schuldig 
bleiben. DaB diese aber im allgemeinen keine bedeutende Rolle 
spielen kénnen, folgt ohne weiteres aus der groBen Zahl von 
Versuchen, in denen das Riickenmark sowohl mit wie ohne Pia 
mater in isosmotischen, das Riickenmark ohne Pia mater auch 
in hypertonischen Loésungen Gewichtszunahmen zeigt. Diese 
kénnen ebensowenig osmotischer Natur sein wie die auBerordent- 
lichen Unterschiede in der Wirkung isotonischer Lésungen, soz. B. 
von NaCl und Traubenzucker in den Versuchen 4 u. 5, Tab. III, 
in denen die mit 3,55°/, Traubenzucker isosmotische 0,4°/, NaCl- 
-+- 1,52°/, Traubenzuckerlésung nur etwa den zehnten Teil der 
Gewichtszunahme herbeifiihrt wie die reine Traubenzuckerlésung. 
Auch die Intensitaét der Gewebsverinderung, die nach langerem 
Verweilen in manchen mit dem Gewebe isotonischen (!) Lésungen 
bis zur Umwandlung des piafreien Riickenmarkes in eine emul- 
soide Masse fortschreiten kann, schlieBt wohl jede Méglichkeit 
osmotischer Ursachen aus. Jedoch kommen osmotisch bedingte 
Wasserverschiebungen wahrscheinlich beim piabekleideten Riicken- 
marke in gewissen hypertonischen Lésungen mit in Betracht. 
Wir werden darauf bei Erérterung des Einflusses der Pia mater 
noch zuriickkommen. 

Da wir so zu einer Ablehnung der durch capillire und 
endosmotische Imbibition verursachten Wasserverschiebung im 
Riickenmarke gelangt sind, kommen wir per exclusionem zu 
dem Schlusse, daB die iiberwiegende Mehrzahl aller beob- 
achteten Gewichtsinderungen als vorwiegend durch eine mole- 
kulare Imbibition, einen Quellungsvorgang im engeren Sinne 
bedingt aufzufassen sind. Es bestatigen also die Versuche am 
iiberlebenden isolierten Froschriickenmarke die von Bauer (I. c.) 
an Menschenhirnen post mortem festgestellte Art der Fliissig- 
keitsaufnahme des Nervengewebes. 


2. Abhangigkeit der Quellung von verschiedenen 
Faktoren. 
Wir beobachteten, daB alle Lésungen von Elektrolyten und 
Nonelektrolyten in den untersuchten Gemischen und Konzen- 
trationen das in reinem Wasser erreichte Quellungsmaximum 
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verringerten. Da Klektrolyte im Verhaltnis zu Aqua destillata 
das Quellungsvermégen organischer Stoffe sowohl steigern als 
auch herabsetzen kénnen’), verdient dieses Verhalten des Riicken- 
markgewebes hervorgehoben zu werden. Da die Quellung von 
Hirnsubstanz in Wasser durch Zusatz von Salzen oder organischen 
Verbindungen vermindert wird, haben u.a. auch Zanke (I.c.) und 
Flatau (I. c.) schon friiher beobachtet. Auch Bauer (I. c.) findet, 
daB Salze konstant die Quellung von Nervensubstanz in Wasser 
hemmen. Ausfiihrlich ist fiir andere Gewebe diese Tatsache 
bei Fischer?) behandelt, der allerdings nur den EinfluB von 
Salzen usw. in schwach sauren oder alkalischen Lésungen und 
ohne jede Beriicksichtigung osmotischer Faktoren untersucht 
hat. Dabei fand er ganz allgemein fiir Quellung von Gelatine, 
Fibrin und tierischen Geweben, daB die Zugabe irgendeines 
Salzes zu einer Saure- oder Laugenlésung den Quellungsgrad 
vermindert, wahrend den Nichtelektrolyten diese ausgeprigte 
Wirkung der Elektrolyte nicht oder nicht in dem MaBe zukommt. 

Uber den Einflu8 der Konzentration der Sajzlésungen 
1aBt sich ferner folgendes feststellen: 

1. Zusétze von Salzen und organischen Substanzen zu 
0,4°/, NaCl-Lésung, derart, daB stets mit 0,7°/, NaCli-Lésung 
isotonische Lésungen entstehen, wirken trotz der Isotonie, wie 
schon vielfach beobachtet, auch hier in durchaus verschiedener 
Weise quellungshemmend. 

2. Je stirker die Elektrolytkonzentration, um so ausge- 
sprochener kommen die quellungshemmenden Eigenschaften der 
Jonen zur Wirkung. Das zeigt sich deutlich beim Vergleich der 
isotonischen mit den entsprechenden hypertonischen Lésungen. 

3. Schon ganz geringe Zusitze von NaCl z. B. zu Aqua 
destillata verringern die Quellung ganz bedeutend, -wahrend 
sehr viel stiirkere Konzentrationen eine relativ viel schwachere 
Erniedrigung bewirken. So betrug, wie Versuch 1 bis 4 und 6 bis 8 
in Tab. I zeigen, die Gewichtszunahme des Riickenmarks ohne 
Pia mater nach 2 Std. in: 


Aqua destillata ...... . 144,0°), 
0,4°/, NaCl-Lésung . . . . . . 19,5°/, 
O27, “ ey > Oe ae 


1) g, Ostwald in Oppenheimer, Heb. d. Biochemie I, 896. 
2) Fischer, Das Odem, Dresden 1910. 
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2,0°/, NaCl-Lésung . . . . . . 8,7 und 7,55 
30%, » ” Crewe. Ave CRM 
Ganz analog verhielten sich Stiicke weiBer Substanz von Menschen- 

hirnen bei Versuchen von Bauer (I. c.). 

Die Geschwindigkeit des Quellungsvorgangs nimmt mit 
steigendem Quellungsgrade ab. Es entsprechen auch durchweg 
in unsern Versuchen gleichen Zeiteinheiten nicht die gleichen 
Gewichtszunahmen, sondern letztere werden in aufeinander 
folgenden Zeiteinheiten kleiner. Dieses Verhalten ist leicht 
ersichtlich beim Vergleich der Gewichtszunahmen nach 2 und 
4 Std. in derselben Lésung. 

Reversibilitat der Quellungserscheinungen besteht fiir 
das Riickenmarkgewebe in ausgedehntem MaBe; sie ist beim 
piabekleideten Riickenmarke noch weitgehender als beim pia- 
freien. Die beiden folgenden Protokolle geben Beispiele fiir 
eine im ersten Falle weitgehende, im zweiten vollkommene 
Riickgaingigmachung der Quellung durch Ca-haltige hypertonische 
Salzlésung, 


1. Riickenmark ohne Pia mater, O,-Durchleitung. t—20,0°. 
11% in Aqua destillata 


17* a LESUMRO GS Sevier Wal gay: uss Ala (alt 84,6 mg 
i Gowieht { eee e eens Oe 92,4 , 
. Se, Se ee 206,4 , 
ee . { ik sion. aan 2143 , 
at TES a Rebeca ne apne 280,0 , 


3% in 0,7°/, NaCl+1,84°%, CaCl,-Lésung 
3’ schon ist makroskopisch eine deutliche Entquel- 
lung zu sehen, das Mark wird kleiner u. dichter 
Or NINE Gee 5 as Ale ele mete w 172,6 mg 
48 Lt PTR ED ur ae oe ar ay ae 132,5_ ,, 
6“? Wagung unmdglich, da das Riickenmark infolge 
seiner ZerflieBlichkeit zerreiBt. 
Das in 4 Std. von 84,6 mg auf 280,0 mg, d. h. um 195,5 mg, bzw. 
231°/, gequollene Riickenmark verliert bei der Entquellung in den ersten 
10 Min. bereits 107,4 mg oder 38,2°/,, in 1 Std. 147,5 mg, baw. 52,7°/, 
an Gewicht. Es nimmt also bei diesen Versuchen auch die Geschwindig- 
keit der Entquellung mit steigendem Entquellungsgrade ab. 
2. Riickenmark mit Pia mater, 0,-Durchleitung. t —20,0°. 
11% in Aqua destillata 


NG es ee A eo ws Sees 79,4 mg 
1% Ss, Wy am hg Selassie Teac Xp 103,8 » 
SP re ieee oe eee eng hai Ging ies oe 123,2 » 


3” in 0,7, NaCl + 1,84°/, CaCl,-Lésung 


Engr aR 
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3* ist die Entquellung makroskopisch ausgesprochen 


EN a's on ee waidbie ve carhaen 105,2 mg 
a ee Naas Gay. reean tenia: ate ata 85,2 , 
= a ae ne ee aie eae ee 74,0 , 


Das in 4 Std. von 79,4 mg auf 123,2 mg, d. h. um 43,8 mg, bzw. 
45°/, gequollene Riickenmark verliert bei der Entquellung in den 
ersten 10 Min. ca. 23 mg bzw. 18°/,, in 1 Std. ca. 43 mg bzw. 33,5°), 
an Gewicht; nach 3 Std. ist die Reversion so weit fortgeschritten, daB 
das Gewicht unter das Anfangsgewicht des frisch exstirpierten Organes 
um 5,4 mg, d. i. 6,8°/, gesunken ist. 

In analoger Weise war auch Bauer (i. c.) bei seinen Ver- 
suchen zu dem Ergebnis gelangt: ,,Die Quellung von Nerven- 
gewebe ist ein zum groBen Teil reversibler Vorgang.“ 

Nichtelektrolyte haben nach den Versuchen M.H.Fischers 
(I. c.) auf die Quellung von Gelatine und Fibrin nur einen geringen 
EinfluB. Die in Versuch 5, Tab. III untersuchte Dextroselésung 
wirkt gegen Aqua destillata deutlich quellungshemmend. Die 
iibrigen organischen Nonelektrolyte sind bei Anwesenheit von 
Kochsalz untersucht, stellen also nicht reine Nichtleiterwirkungen 
auf den Quellungsvorgang dar. Alle wirken in diesen Ge- 
mischen quellungshemmend, am stiarksten die Zucker, Dextrose 
und Rohrzucker, am schwachsten Chloralhydrat; doch sind die 
Differenzen in der quellungshemmenden Wirkung im _ allge- 
meinen gering. 

Die Ionenwirkung der Elektrolyte gestaltet sich fol- 
gendermaBen : 

Wahrend bei der Fibrinquellung in Neutralsalzlosungen 
vor allem die Anionen wirksam sind"), den Kationen jedoch 
geringere Bedeutung zukommt?”), haben in unseren Versuchen 
die Kationen einen gréferen Einflu8 auf die Quellungsvorgange 
als die Anionen. So wirken beim Riickenmark ohne Pia mater 
die zweiwertigen Kationen deutlich starker quellungshemmend 
als die Anionen. (Durchschnittsverhaltnis der Gewichtszunahmen 
nach 2 Stunden: 4,4 °/,: 10,9°,.) 

In Ubereinstimmung mit Versuchen von M. H. Fischer*) 
an Fibrin und von W. Ostwald‘) an Gelatine bestitigen 
unsere Versuche das gegensatzliche Verhalten mehrwertiger Kat- 
ionen gegeniiber einwertigen. Nach diesen Autoren wird die 

*) ef. Bechhold, Die Kolloide in Biolog. u. Medizin. 1912, S. 62. 


*) of. auch Ostwald in Oppenheimer, Hdb. d. Biochemie 1, 897. 
3) und *) Zit. nach Bechhold (I. c.) S. 62. 
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Quellung durch die mehrwertigen Kationen in der Reihenfolge: 
Mg > Ca > Ba > Sr > Cu > Fe 

weit starker herabgesetzt als durch einwertige. Wenn auch die 

Reihenfolge der Kationen sich fiir unsere Versuche andert, so 

ist doch der gegensitzliche Einflu8 von Mg und Ca z. B. zu Na, 

K, NH, unverkennbar. 

Wollen wir, wie iiblich, die Anionen, Kationen und Nicht- 
leiter nach dem Grade ihrer Wirkung in Reihen ordnen, so 
treffen wir bei unseren Versuchsergebnissen auf besondere 
Schwierigkeiten. Die folgenden Erwagungen, die zugleich einen 
Beitrag zur Kritik ahnlicher Reihen liefern, sollen deshalb dar- 
tun, warum wir von einer Aufstellung solcher Reihen in dieser 
Arbeit ganzlich Abstand nehmen. 

In unserem speziellen Falle wird die Ordnung, d. h. die 
Aufeinanderfolge der einzelnen Glieder der Reihe problematisch 
wegen der hauptsichlich durch GréBen- und Gewichtsunter- 
schiede bedingten Schwankungen, die die einzelnen Riicken- 
marke hinsichtlich ihres Quellungsvermégens zeigen. Auch sind 
die Gewichtsdifferenzen aufeinanderfolgender Glieder z. T. so 
gering, daB sie noch in den Bereich der durch individuelle Ver- 
schiedenheiten bedingten Schwankungen der Wasserverschiebung 
fallen, die Glieder also bei einer zweiten und dritten Versuchs- 
reihe ihre Stellung zueinander zwanglos wechseln kénnten. 

Vor allem aber — und das ist ein Moment, das vielleicht 
auch bei anderen Untersuchungen gréBere Beriicksichtigung ver- 
diente — ist die Zeit, nach deren Ablauf die Gewichtsdiffe- 
renzen gemessen werden, von allergroBtem EinfluB auf die Ord- 
nung der Reihe, insbesondere beim Experimentieren mit iiber- 
lebenden Organen. 

DaB man bei Aufstellung solcher Quellungsreihen, wenn die Zeit 
. vernachlassigt wird, die verschiedensten 
We cid Stellungen der einzelnen Glieder zuein- 


ander konstruieren kann, wird am deut- 
__—++--——-_ lichsten ersichtlich aus folgender Zu- 


7 sammenstellung von drei hypotheti- 
4 C schen Quellungskurven, deren Verlauf 
: den experimentell gefundenen prinzi- 


piell entspricht: 
Auf der Abszisse des Systems sind 
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TEST TT te Zeiten, auf der Ordinate die Ge- 
Fig. 1. wichte aufgetragen. Je nachdem, ob 
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man bei Zeiteinheit 1, 3, 5 oder 7 eine ,Reihe“ aufstellt, wird man zu 
folgenden absteigenden Reihen gelangen: 


Zeiteinheit 1: a, b, ¢ 
os so: b& eC 
fl 5: b, ¢, a 


Pa Te Oh a 
In diesem Falle waren nicht einmal die Endglieder auch nur einiger- 
maBen konstant. 

So wiirde nach Tab. II z. B. die Anionenreihe der Quellungs- 
hemmung fiir unsere Versuche lauten: 
nach 2 Stunden: 

Citrat > Acetat > Sulfat >> Nitrat > Jodid > Lactat, 
nach 4 Stunden dagegen: 

Citrat > Jodid > Nitrat > Acetat > Sulfat > Lactat. 

In ahnlicher Weise wiirden sich die anderen Reihen nach der 
Dauer der Versuche andern. 

Vielleicht hangt die in so auffalliger Weise nur innerhalb 
der ersten Stunden der Versuche eintretende Umstellung der 
Reihen, d. h. mit anderen Worten die Tatsache, daB sich die 
Quellungskurven oft innerhalb dieser Zeit schneiden, zusammen 
mit dem Absterben des Riickenmarkes, bzw. der Pia mater, 
das sich in Zustandsinderungen der Gewebe AauBert, die be- 
stimmte, bisher noch nicht naher erforschte Beziehungen zwischen 
quellbarem Korper und Quellungsmittel in dem eben dargelegten 
Sinne beeinflussen. Auch der im Tode auftretenden Saiurebildung 
ist zu gedenken. Je nach der Schnelligkeit, mit der in den 
einzelnen Lésungen der Gewebstod eintritt, wird der Grad der 
Saurebildung steigen. Die Quellung aber wird nach Lillie 
durch winzige Siuremengen schon in starkem MaBe beeinfluBt. 

Wie schon in der friiheren Arbeit gezeigt wurde, sinkt in 
hypertonischen Losungen bis herab zu Aqua destillata der 
O,-Verbrauch des piafreien Riickenmarkes auBerordentlich stark 
ab, wahrend das Riickenmark immer starker quillt. Um nun 
zu untersuchen, ob der Verminderung der Oxydationsprozesse 
eine vermehrte Saurebildung entspricht, die wiederum die Ur- 
sache des erhéhten Quellungsgrades der Gewebe sein kénnte, 
untersuchten wir Riickenmarke mit und ohne Pia mater nach 
verschieden langem Verweilen in neutralen Salzlésungen auf 
ihre Reaktion mit Lackmuspapier. Letzteres wurde, um gewisse 
quantitative Ergebnisse zu erhalten, in ®/,o9-, ®/59-s ® ,9~Essig- 
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siure bzw. "/,99-, "/so-» "/yo7-NaOH getaucht, entsprechend 
dem Verfahren von Winterstein’). Wir konnten jedoch auf 
diesem Wege zu eindeutigen Ergebnissen in dem Sinne, dab 
einer starkeren Quellung eine erhéhte Wasserstoffionenkonzen- 


tration entsprechen wiirde, nicht gelangen. 


3. Der EinfluB der Pia mater. 


Vergleicht man alle entsprechenden Versuche mit und ohne 
Pia mater, so ergibt sich von dem Einflusse der letzteren auf 
die Quellungserscheinungen etwa folgendes Bild: 

Von wenigen Ausnahmen abgeseben, zeigt das Riickenmark 
mit Pia mater nach beendetem Versuche ein prozentual geringeres 
Gewicht als das Riickenmark ohne Pia mater in der gleichen 
Lésung. Man hat ganz allgemein den Eindruck, als steigere 
die Anwesenheit der Pia mater den spezifisch quel- 
lungshemmenden EinfluB der untersuchten Elektro- 
lyte, Elektrolytkombinationen und Nichtleiter. Diese 
Steigerung der quellungshemmenden Wirkung kann bis zu einer 
Entquellung des Organs fiihren. Da das piafreie Riickenmark 
unter keinen Umstiinden eine solche zeigt, kann also nur bei 
Anwesenheit der Pia mater gewissermaBen die Nullgrenze 
zwischen Quellung und Entquellung iiberschritten werden. 

Eine Erklarung fiir dieses Verhalten sehen wir sowohl in 
der rein mechanischen Eigenschaft der Pia mater, infolge ihrer 
verhiltnismaBig geringen Ausdehnungsfahigkeit eine stirkere, 
durch Quellung bedingte Volumzunahme des Nervengewebes 
zu verhindern, als auch in ihrem besonderen Verhalten gegen- 
iiber dem Durchtritt von Salzen. 

Was die rein mechanisch zusammenhaltende Wirkung der 
Pia mater betrifft, so méchte ich auf die friihere Arbeit ver- 
weisen (I. c.). Gerade die Beobachtung der schon makroskopisch 
wahrnehmbaren Zerstérung des Nervengewebes in hypotonischen 
NaCl-Lésungen bei Abwesenheit der Pia mater hatte uns ja 
aufmerksam werden lassen auf den struktur- und formwahrenden 
EinfluB der letzteren bei ausgedehnteren Quellungsvorgingen. 
Bei solchen quillt das Nervengewebe an den Schnittflaichen 
hervor, wahrend die Pia mater in der ganzen Linge des Organs 


1) H. Winterstein, Beitrige zur Kenntnis der Narkose. III. 
Bioch. Zeitschr. 70, 132, 1915. 
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die die Quellung begleitende Volumvermehrung rein mechanisch 
verhindert. Da nun die Riickenmarke mit Pia mater in allen 
untersuchten Salz- usw. -lésungen sich hinsichtlich ihres Quel- 
lungsgrades in der Gegend der Nullgrenze, der Gewichtskonstanz, 
bewegen, kénnten geringere Quellungsdrucke von der eine Aus- 
dehnung verhindernden Pia mater méglicherweise kompensiert 
werden. Schwerlich aber wird man geneigt sein, die Entquel- 
lungen als lediglich mechanisch bedingt aufzufassen. Uberhaupt 
scheint mir der Schwerpunkt des Problems in dem Verhalten 
der Salzpermeabilitit der Pia mater zu liegen. 

Da das piafreie Riickenmark in allen isotonischen Losungen 
eine Quellung aufweist, so liegt es nahe, diese zuriickzufiihren 
auf ein Herausdiffundieren irgendwelcher quellungs- 
hemmender Bestandteile. Die Pia mater kénnte nun 
den Austritt solcher Bestandteile aus dem Nervenge- 
webe in die Lésung verhindern oder vermindern. Da 
wir wissen, daB alle anorganischen Neutralsalze die Quellung von 
Nervengewebe in Wasser herabsetzen, so vermuten wir, daB die 
herausdiffundierenden, quellungshemmenden Stoffe im wesent- 
lichen solche Stoffe sind. Dann wiirde die Wirkung der Pia 
mater im Sinne einer Quellungshemmung durch ihre geringe 
Salzpermeabilitat bedingt sein. 

Unter den Salzen, deren Anwesenheit fiir den Quellungs- 
prozeB von Belang ist, scheint dem Kochsalz eine besondere 
Bedeutung zuzukommen. Fehlt es in einer Lésung, so treten 
offenbar gréBere Mengen von Na-Salzen aus dem Nerven- 
gewebe aus. Die Folge davon ist eine erhdhte Quellbarkeit. 
Es ist unverkennbar, daB in den wenigen Lésungen, in denen 
NaCl ginzlich fehlt, die Quellung der Riickenmarke auffallend 
starker ist, als in NaCl-haltigen Lésungen. Z. B. quoll in einer 
mit 0,7°/, NaCl isotonischen 3,55°/, Dextroselésung das Riicken- 
mark mit Pia mater um 18,6°/,, das Riickenmark ohne Pia 
mater um 104,3°/, seines Anfangsgewichtes; dagegen behielt 
in einer dieser isotonischen 1,52°/, Dextroselésung mit Zusatz 
von nur 0,4°/, NaCl das Riickenmark mit Pia mater sein An- 
fangsgewicht bei, und das Riickenmark ohne Pia mater zeigte 
eine Gewichtszunahme von nur 9,7°/,. 

Schon zur Erklarung des verschiedenartigen Verlaufes der 
Oxydationsprozesse bei An- und Abwesenheit der Pia mater 
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hatten wir eine Semipermeabilitat der letzteren herangezogen 
(cf. l.¢.). Wir sahen die beim piaumhiillten Riickenmarke in 
hypertonischen NaCl-Lésungen auftretende Wasserentziehung 
als die unmittelbare Ursache fiir die Steigerung der Oxydations- 
vorginge und fiir die Erhéhung und den darauf folgenden Ver- 
lust der Reflexerregbarkeit an, die beim piafreien Riickenmarks- 
gewebe fehlt, weil das NaCl hier frei eindringen kann. Ver- 
gleichende Wageversuche hatten uns gezeigt, daB die Pia mater 
in der Tat als semipermeable, fiir NaCl nicht oder schwer 
durchgingige Membran wirkt. 

Nun haben wir durch eine Reihe neuer Versuche direkte 
Beweise der geringen Salzpermeabilitat der Pia mater durch 
Farbung zu erbringen gesucht. 

Man kann nimlich das Eindringen gewisser gefarbten Ionen 
in die Riickenmarksubstanz an Querschnitten makroskopisch 
verfolgen oder auch ungefirbte Ionen im Gewebe sichtbar 
machen, indem man die dazu angelegten Querschnitte in Lé- 
sungen taucht, die mit den farblosen Ionen gefirbte Verbin- 
dungen geben. So kann man z. B. das Eindringen des Ferri- 
und Ferroions auf Riickenmarksquerschnitten nach ca. 20stiin- 
digem Verweilen in 1°/, Lésungen deutlich an der intensiv 
braunen Farbung des Nervengewebes verfolgen, die man noch 
deutlicher machen kann, wenn die Querschnitte in eine ver- 
diinnte salpetersaure Rhodankaliumlésung oder auch eine Ferro- 
cyankaliumlésung iaucht, zwecks Bildung von _ blutrotem 
Eisensulfocyanat bzw. Eisenferrocyanid (Berlinerblau). Wendet 
man die beiden letzten Farbenreaktionen an, so kann man 
schon nach 2—4 Std. deutlich sehen, wie weit das Eisensalz 
in das Nervengewebe eingedrungen ist. 

Diese Versuche lassen sich auch so modifizieren, daB man 
nach etwa 4stiindigem Verweilen in 0,3°/, NaCl +- 0,42°/, FeCl,- 
Lésung die Pia mater abzieht. Letztere farbte sich dann in 
Kaliumsulfocyanatlésung z. B. intensiv, waihrend das soeben 
von der Pia mater befreite Nervengewebe darin rein wei8 blieb. 
Das Nervengewebe des von vornherein piafreien Riickenmarkes 


‘dagegen fairbte sich nach 4stiindigem Verweilen in der gleichen 


Fe, Cl, - haltigen NaCl-Lésung intensiv braunrot. Auf einem 
jetzt angelegten Querschnitte konnte man deutlich sehen, daB 
die Ferroionen von allen Richtungen der Peripherie gleich- 
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maBig eine bestimmte — in dieser beschrinkten Zeit allerdings 
nur kleine Strecke — ins Innere des Gewebes eingedrungen 
waren. 

Aber auch weniger giftig wirkende Salze, z. B. NH,Cl, 
kann man auf ihrem Wege ins Riickenmark sichtbar machen 
durch Eintauchen in NeBlers Reagens (eine mit Kalilauge ver- 
setzte Losung von Merkurijodid in Jodkalium), das die von 
Ammoniumionen durchdrungenen Gewebe intensiv gelbbraun 
farbt. 

Bei allen diesen Farbeversuchen konnten wir deutlichst fest- 
stellen, daB sich im Riickenmark mit Pia mater auf diesem 
Wege ausnahmslos im Innern entweder gar keine oder in 
weit schwicherem MaBe eingedrungene Ionen nachweisen lieBen 
als im pialosen Riickenmark. Daraus geht hervor, daB die 
Pia mater ein Hindernis fiir den Salzeintritt und umgekehrt 
offenbar auch fiir den Salzaustritt aus dem Riickenmark dar- 
stellt. 

Unter diesem Gesichtspunkte wird das am Schlusse der 
Versuche im Vergleich mit dem piabekleideten Riickenmarke 
betrachtlich héhere Gewicht des piafreien Riickenmarks ver- 
standlich. Die Pia mater hindert die im Riickenmarksgewebe 
normal vorhandenen quellungshemmenden Stoffe (vorwiegend 
Salze) am Austritt in die Lésung und behindert rein mecha- 
nisch die Quellung, indem sie der mit letzterer einhergehenden 
Volumvermehrung keinen Raum gibt. 

Gestiitzt auf die erwahnten Permeabilititsversuche mit 
gefarbten Ionen bzw. mit Bildung gefarbter Verbindungen, 
glauben wir in NaCl-haltigen hypertonischen Lésungen die Pia 
mater als mehr oder minder semipermeable Membran betrachten 
und die in diesen Versuchen beobachteten Gewichtsabnahmen 
als vorwiegend osmotisch bedingt auffassen zu miissen. Es 
werden in diesen Fallen infolge der geringen und schweren 
Salzpermeabilitét der Pia mater sich die héheren osmotischen 
Drucke der Lésungen gegeniiber dem Riickenmarksgewebe in 
Wasserverschiebungen aus letzterem in die Lésungen geltend 
machen. Fiir die in isotonischen MgCl,-Loésungen beobachteten 
Gewichtsabnahmen der piabekleideten Riickenmarke mii8Bte man 
wohl annehmen, daB die stark quellungshemmende Wirkung 
der Mg-Ionen trotz ihres geringen Durchtritts durch die Pia 
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mater zum Nervengewebe die geringen Entquellungen hervor- 
ruft. Doch méchten wir von weiteren Erklarungsversuchen 
dieser offenbar recht komplizierten Erscheinungen absehen, da 
auf hypothetischen Grundlagen basierende Spekulationen es uns 
zu wenig aussichtlich erscheinen lassen, der Lésung des Problems 
niher zu kommen. 

Am Schlusse unserer Betrachtungen sei, wie schon in der 
friiheren Mitteilung, nochmals darauf hingewiesen, da8 im pia- 
freien Riickenmark, im lipoidreichsten Organe des Koérpers, die 
Lipoide fiir die Permeabilitétsverhaltnisse offenbar gar keine 
Rolle spielen, da die einzigen osmotischen Wasserverschie- 
bungen in hypertonischen Lésungen durch die Anwesenheit der 
Pia mater bedingt sind, deren Lipoidgehalt im Verhaltnis zu 
dem der weiBen Substanz des Riickenmarks jedenfalls ver- 
schwindend gering ist. 


VY. Zusammenfassung. 


1. Beim Verweilen des isolierten piafreien Froschriicken- 
marks in neutralen iso- und hypertonischen Lésungen von 
Elektrolyten, Nonelektrolyten und Kombinationen beider ist 
niemals eine Gewichtsabnahme, selten Gewichtskonstanz, fast 
stets eine Gewichtszunahme zu beobachten, die als echte, kol- 
loidale Quellungserscheinung aufzufassen ist. 

2. Alle Elektrolyten und Nonelektrolyten verringerten in 
allen untersuchten Kombinationen und Konzentrationen aus- 
nahmslos das in Aqua destillata erreichte Quellungsmaximum 
des Riickenmarks. 

3. Je stirker die Elektrolytkonzentration ist, um so aus- 
gesprochener kommen die quellungshemmenden Eigenschaften 
der Ionen zur Geltung, doch verringern schon geringe Zusitze 
von NaCl zu Aqua destillata die Quellung bedeutend, wahrend 
sehr viel starkere Konzentrationen eine relativ viel schwachere 
Erniedrigung bewirken. 

4. Die Quellungsprozesse, deren Geschwindigkeit mit stei- 
gendem Quellungsgrade abnimmt, zeigen eine sehr weitgehende 
Reversibilitat. 

5. Die zweiwertigen Kationen wirkten auf piafreies Riicken- 
marksgewebe stirker quellungshemmend als die Anionen. 

6. Mehrwertige Kationen zeigen das bekannte gegensitz- 
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liche Verhalten gegeniiber einwertigen, insofern Mg und Ca viel 
stirker quellungshemmend wirkten als Na, K und NH, (beim 
Riickenmark mit Pia mater sogar entquellend !). 

7. Die das Riickenmark umbhiillende intakte Pia mater 
steigert den spezifisch quellungshemmenden Einflu8 der Leiter 
und Nichtleiter. Bedingt wird diese Wirkung aller Wahrschein- 
lichkeit nach teils rein mechanisch, teils durch eine Verhin- 
derung bzw. Verminderung des Herausdiffundierens quellungs- 
hemmender Stoffe (vorwiegend Salze) aus dem Nervengewebe 
infolge der geringen Salzpermeabilitat der Pia mater. Letztere 
ist indirekt schon friiher durch Wigeversuche, jetzt auch direkt 
durch Farbung erwiesen worden. 

8. Die Lipoide sind fiir die Permeabilititsverhaltnisse des 
piafreien Riickenmarkes offenbar ganz belanglos, da die einzigen 
anscheinend osmotisch bedingten Gewichtsinderungen in hyper- 
tonischen, NaCl-haltigen Lésungen nur durch die Anwesenheit 
der Pia mater hervorgerufen werden. 


Es sei mir gestattet, auch an dieser Stelle Herrn Prof. 
Dr. H. Winterstein meinen herzlichen Dank abzustatten fiir 
die Anregung zu dieser Arbeit und die dauernde Foérderung, 
die er ihr hat zuteil werden lassen. 


Berichtigung. 


In der Arbeit ,Die elektrometrische Titration...“ von L. Michae- 
lis in Bd. 79 lies auf Seite 31, Zeile 6 von unten: ,unverdiinnten* statt 
»verdiinnten“. 
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